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1. HIPÓFISIS: A^PECTO^ MO.RF-OL-ÓGICOS Y
PtJNCIONALES
1^.1. Desarrollo em briológico de Ia ^hipóf^sis
La hipófisis es un pequeño órgano de unos 0,5 g de peso, en humanos,
situada en la base del cráneo, en la silla turca. La hipófisis en mamíferos está
unida al hipotálamo mediante conexiones vasculares y nerviosas, que
constituyen el taflo hipofisario. Tradicionalmente se la ha subdividido
anatómicamente en dos partes: adeno y neurohipófisis, consideradas como
entidades separadas anatómicamente y funcionalmente, con distintos e
independientes mecanismos de regulación.
Ontogenéticamente, la glándula hipofisaria se desarrolla al mismo tiempo
que el núcleo hipotalámico que finalmente regula la respuesta homeostátic^ en
el organismo maduro (Dasen, 2001). Inicialmente, la hipófisis se localiza en la
porción media de la cresta neural, inmediatamente anterior a las células c^e la
placa neural que dan origen a los componentes hipotalámicos endocrinos del
diencéfalo ventral (Couly, 1988).
Después del desplazamiento de las células de la cresta neural, comíenza
la organogénesis de la glándula hipofisaria anterior (adenohipófisis) en el día
8.5 embrionario. La adenohipófisis (AH) se deriva del ectodermo bucal, a
partir de la bolsa de Rathke (Kovacs, 1989). En la rata, después del día 10 de
vida embrionaria, adenohipófisis y neurohipófisis (NH) inician qna
aproximación progresiva hasta confluir. Es entonces cuando un grupo de las
células adenohipofisarias en contacto con la invaginación neuroectodérmic^ y,
probablemente influidas por factores locales producidos por ésta, se
diferencian de forma distinta al resto de las células de la AH, formandq el
lóbulo intermedio (LI) (Eakin, 1957). En el resto de los mamíferos el
desarrollo del LI es variable. En el hombre aparece como una estructura
diferenciada en el feto, integrándose en la AH poco antes del nacimiento,
siendo prácticamente imperceptible en adultos (Osamura, 1985). La NH se
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desarrolla a partir del neuroectodermo como una invaginación del suelo del
diencéfalo. EI componente neural de la NH consiste en axones y fibras
nerviosas que proceden de neuronas neurosecretoras situadas en el núcleo
supraóptico y paraventricular y que configuran los tractos
supraópticohipofisario y paraventrículohipofisario.
Los distintos tipos celulares que integran la AH tienen un origen común.
La aparición de cada tipo celular específico ocurre en respuesta a gradientes
de señales transitorias que proceden de determinados centros organizadores
(Scully, 2002). Esas señales inducen la expresión de reguladores
transcripcionales, que actúan como activadores y represores. Estos factores,
entre los que se encuentran Pit-1 y GATA-2, regulan la proliferación de
precursores y la inducción de los distintos tipos celulares. La diferenciación de
cada tipo celular requiere de una activación génica selectiva y de una
determinada represión, que es específica de cada tipo celular.
1.2. IV^orfología d^ ^a hipó#isis
Atendiendo a su desarrollo embriológico la hipófisis se divide en dos
partes:
- La neurohipófisis (NH), también denominada hipófisis posterior,
compuesta a su vez por el tallo hipofisario y el lóbulo neural (Sheehan, 1982).
- La adenohipófisis (AH) o hipófisis anterior, que en la rata ^stá
integrada a su vez por: a) pars distalis, a la que corresponde el 80-90 % del
peso de la glándula. Está compuesta por las células productoras de las
hormonas hipofisarias clásicas (lactotropas, somatotropas, corticotropas,
gonadotropas y tirotropas), células no diferenciadas o"células tronco" y las
células folículo-estrelladas; b) pars tuberalis, que es la parte de la AH próxima
al tallo hipofisario; no constituye una entidad morfológica en todos los
mamíferos, pero cuando lo es, está compuesta esencialmente por las células
gonadotropas y tirotropas; c) pars intermedia o LI, compuesta principalm^nte
por células glandulares denominadas melanotropas y que, como hemos dicho,
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tiene igual origen embriológico que el resto de la AH, estando separada de
ésta por la hendidura hipofisaria. Por esta separación anatómica suele dividirse
la hipófisis en lóbulo anterior, que comprende las pars distalis y tuberalis y el
lóbulo posterior, compuesto por la pars intermedia y la NH.
La irrigación de la glándula se realiza por tres ramas de las arte^rias
carótidas internas: las arterias hipofisarias superiores, medias e inferiores. Las
primeras, emiten ramificaciones que se unen para formar un plexo er^ la
porción inferior de la eminencia media y superior del tallo hipofisario; este
plexo drena a través de los vasos portales largos que atraviesan el tallo
hipofisario hacia la AH, donde forman una amplia red capilar. Las arterias
hipofisarias medias e inferiores afluyen hacia el lóbulo posterior y tallo
hipofisario, desde donde se establecen conexiones vasculares con la pars
distalis a través de los vasos portales cortos.
La dirección del flujo sanguíneo entre el hipotálamo y la hipbfisis y entre
ambos lóbulos hipofisarios ha sido materia de amplio debate. EI modelo
actualmente más aceptado es el propuesto por Page en 1983 según el cual la
sangre aportada por las carótidas Ilegaría al lóbulo posterior desde las arte^ias
hipofisarias inferiores, justo antes de Ilegar a la eminencia media a través de
las arterias hipofisarias superiores. Desde la eminencia media el caydal
principal fluye por los vasos portales largos, atravesando el tallo hipofisario,
hasta la pars distalis. Pero a la parte interna de ésta Ilega también sangre
desde el lóbulo posterior, a través de rutas capilares (los vasos portales
cortos), posibilitando la influencia de hormonas o neurotransmisores liberados
en el LI o en la NH sobre las zonas adyacentes a éstos de las pars tuberalis y
dist^lis.
^.^. ^ontrol neuroendocrino de la hipófisis
La inervación de la hipófisis no es homogénea entre las partes que la
componen. La NH es en sí misma una estructura neural compuesta por
terminales nerviosos desmielinizados, procedentes principalmente de neuronas
8
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magnocelulares localizadas en los núcleos supraóptico y paraventricular. $us
axones contienen gránulos de neurosecreción y no forman sinapsis, sino que
terminan en los espacios perivasculares, donde estos gránulos liberan su
contenido al torrente sanguíneo (Scharrer, 195^). Un segundo tipo de
inervación procede de neuronas que contienen neurotransmisores e incluyen
las neuronas dopaminérgicas del haz tuberohipofisario (THDA) originadas en el
núcleo arcuato ( Bjorklund, 1973), neuronas serotoninérgicas, que proceden del
núcleo dorsal del rafe, neuronas gabaérgicas (Vincent, 1982) y colinérgicas
(Barron, 1983).
AI LI Ilegan fibras del tracto tuberohipofisario procedentes del núcleo
arcuato del hipotálamo. Se han identificado en distintos estudios bioquímicos e
histoquímicos que entre los neurotransmisores que se liberan están la
dopamina y la serotonina (Holzbauer, 1985; Léránth, 1983).
Las neuronas del tracto tuberoinfundibular, que secretan los factores
hipofisiotróficos hipotalámicos, terminan en la eminencia media, en el plexo
capilar que drena a los vasos portales largos, los cuales Ilegan a la
adenohipófisis. La eminencia media tiene un componente neural (fibras
nerviosas), vascular (plexos capilares y venas portales) y epitelial (pars
tuberalis de la adenohipófisis). Muchas de las neuronas tuberohipofisarias que
proyectan a la eminencia media son peptidérgicas ( liberan TRH y VIP) y otras
son bioaminérgicas, siendo las más importantes las dopaminérgicas (Wilson,
1985).
1.4. Comunicación intracelular en la adenohipófisis
Existen diversas características morfológicas y bioquímicas en las células
de la hipófisis anterior que apoyan la existencia de interacciones paracrinas en
la glándula: la distribución anatómica de los diferentes tipos celulares
hipofisarios; la presencia local de neuropéptidos, factores de crecimiento,
aminas biógenas, citoquinas y derivados del ácido araquidónico; así, como los
9
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efectos directos que estas sustancias ejercen sobre la liberación de las
hormonas hipofisarias in vitro.
Las células secretoras de la adenohipófisis (AH), por lo tanto, estarán
reguladas por la interacción de una gran variedad de factores: señales
hipotalámicas (inhibidoras y estimuladoras), señales periféricas y señales
locales producidas en la propia hipófisis.
1.4.1. Distribución anatómica de los tipos celulares en la
hipófisis
En estudios previos se ha demostrado que la distribución anatómica de
determinados grupos celulares en la AH constituye la base de un sistema de
regulación local en la hipófisis anterior (Denef, 1986).
Los distintos tipos celulares de la AH no se disponen de una manera
aleatoria. Así, las células gonadotropas y lactotropas se encuentran con
frecuencia topográficamente asociadas, habiéndose descrito la existencia entre
ellas de complejas uniones especializadas del tipo "macula adhaerens
diminuta" (Horvath, 1977). Muchas de las células lactotropas rodean a las
células gonadotropas. EI número de células lactotropas y su afinidad por las
células gonadotropas varía durante el desarrollo, a lo largo del ciclo estrual y
existen diferencias relacionadas con el sexo (Sato, 1980). Estas interacciones
gonadotropas-lactotropas parecen ser críticas, ya que ratones transgénicos
deficientes en gonadotropinas contienen menos células lactotropas que el
ratón normal (Seuntjens, 1999). Se ha sugerido que la subunidad-a de las
glicoproteínas hipofisarias y la POMC (Tilemans, 199^) jueguen un papel
importante en este efecto, pero podrían estar implicados también otros
factores. También se ha observado que las células gonadotropas puedan
secretar algún factor en respuesta a GnRH, que aumente la secreción de PRL
(Andries, 1995). La localización de las células gonadotropas en la proximidad
de los vasos portales sugiere que los productos secretados por estas células
podrían entrar en los vasos e influir en otras células de la AH (Gross, 1983).
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Por otro lado, también se ha observado que frecuentemente las células
corticotropas se encuentran en yuxtaposición con las somatotropas,
encontrándose en ocasiones proyecciones celulares que rodean a estas
células y finalizan cerca de los capilares (Nakane, 1975).
La afinidad topográfica entre las células somatotropas y tirotropas está así
mismo documentada (Yoshimura, 1980). Las células somatotropas pueden
estar dispersas o agrupadas en "clusters", pero tanto las células somatotropas
como tirotropas aparecen junto a los capilares. Estas asociaciones celulares
apoyan la existencia de comunicaciones intercelulares en la adenohipófisis.
1.4.2. Factores que actúan como mensajeros paracrinos en
la adenohipófisis
Existe un gran número de factores que influyen en la función de la
hipófisis y que además, son producidos, secretados y actúan dentro de la AH
regulando a las células secretoras hipofisarias (Schwartz, 2000). Los
mensajeros intercelulares que intervienen a través de sistemas paracrinos son
muy variados, incluyendo neurotransmisores, neuropéptidos, factores de
crecimiento, citoquinas, derivados del ácido araquidónico, etc.
La hipófisis posee capacidad para sintetizar algunos neurotransmisores
como la DA (Iturriza, 1983) y la acetilcolina (Carmeliet, 1989), y algunos tipos
celulares como las células gonadotropas son capaces de concentrar 5-HT
(Denef, 1986).
Algunos factores de crecimiento y neuropéptidos presentes en la hipófisis
son capaces de controlar la proliferación y la migración celular, así como la
producción y la secreción de hormonas hipofisarias por mecanismos autocrinos
y paracrinos. Ciertos factores de crecimiento no solamente controlan la
proliferación y la función de las células hipofisarias normales, sino que también




Estos factores locales directamente o modulados por las señ^les
hipotalámicas y periféricas, influyen sobre la función de las células secretoras
de la AH por mecanismos autocrinos y paracrinos. La identificación y
caracterización de un número creciente de interacciones intercelulares dentro
de la AH representa una nueva dimensión para comprender la regulaçión
fisiológica de esta glándula.
1.5. Aspectos morfológicos y funcionales de la célula
lactotropa
1.5.1. Morfología de la célula lactotropa
Las células de la adenohipófisis que sintetizan y secretan PRL fueron
inicialmente descritas por microscopía óptiaa usando téanicas de marcaje
convencional. Esas células, denominadas lactotropas, comprenden entre el 20-
50% de la población celular de la AH dependiendo del sexo y el estado
fisiológico del animal. Ontogenéticamente, las células lactotropas, junto con las
somatotropas y las tirotropas proceden de un linaje común de células
hipofisarias, dependiente de Pit-1 (Cohen, 1996).
La morfología y distribución de las células lactotropas ha sido bien
descrita en la rata (Tougard, 1994), donde las células que contienen PRL están
escasamente distribuidas en la porción lateroventral del lóbulo anterior y están
presentes como una banda adyacente al lóbulo intermedio (Nakane, 1975). Su
forma es heterogénea, apareciendo con forma poliédrica o angular pero a
veces redondeada u oval (De Paul, 1997).
1.5.2. Regulación de la función de la célula lactotropa
La función de la célula lactotropa en la adenohipófisis está regulada por
interaaciones de señales extraaelulares derivadas de distintos niveles: faatores
sintetizados y secretados por neuronas hipotalámiaas, hormonas procedentes
de las glándulas endocrinas periféricas y faatores locales producidos en la
propia glándula hipofisaria. Las aélulas lactotropas, por lo tanto, estarán
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reguladas por la interacción de una gran variedad de señales centrales,
periféricas o locales.
La seareción de PRL está controlada por señales inhibidoras y
estimuladoras de origen hipotalámico que interactúan entre sí, pero que
también dependen en su acción de la regulación ejercida por señales
periféricas (Freeman, 2000). La dopamina es el gran regulador fisiológico de
PRL, ejerciendo un control dominante inhibidor (Gale, 1961).
Fisiológicamente, tanto en la rata como en el hombre, puede observarse
un patrón de secreción rítmica con dos picos que aparecen a media tarde y de
madrugada, de 5 a 7 horas después de iniciarse el sueño. Se han descrito
interacciones entre neuronas serotoninérgicas, vipérgicas, oxitocinérgicas y
dopaminérgicas como responsables de esta ritmicidad (Arey y Freeman, 1989;
1990), en la que probablemente estén implicados los estrógenos (Pan, 1987;
Cohen, 1988) justificando las diferencias intersexo que existen a este respecto
(Meyer, 1976). La lactancia es uno de los estímulos fisiológicos más
importantes de la secreción de PRL (Ideill, 1974). Existen múltiples evidencias
que demuestran la participación de la serotonina (5-HT) (Kordon, 1974), así
como un descenso transitorio del tono dopaminérgico en la hiperprolactinemia
que acompaña a la lactancia (Mena, 1976; Chiocchio, 1977; Selmanof, 1981;
Demarest, 1983). En otras situaciones fisiológicas de aumento de PRL, tales
como la preñez o la fase estrual, son los estrógenos los probables inductores
de los cambios de secreción observados, actuando simultáneamente sobre las
células lactotropas e hipotálamo, modulando las vías dopaminérgicas
(Raymond, 1978; Blum, 1981) y serotoninérgicas (Caligaris, 1974).
La existencia de un control neuroendocrino permite la integración de
estímulos ambientales (luz, estrés) y estímulos fisiológicos (lactancia, preñez)
en la secreción de PRL. La vía común final de estos estímulos son la neuronas
neuroendocrinas tuberohipofisarias que elaboran un patrón de factores
inhibidores de la liberación de PRL (PIFs) como dopamina y GABA, o de
factores liberadores de PRL (PRFs) como TRH, VIP y oxitocina (Figura 1). Los
PIFs y PRFs de las neuronas neuroendocrinas pueden ser liberados a la
13
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eminencia media o al lóbulo neurointermedio, el cual es conectado al lóbulo
anterior de la hipófisis por los vasos portales cortos. Además, la secreción de
PRL está influida por las propias células lactotropas (regulación autocrina) o



















Figura 1. Regulación de la secreción de PRL.
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Aunque ninguna situación fisiológica que implique cambios en la función
de las células lactotropas y de los niveles de PRL, se puede atribuir en
exclusiva a un único factor modulador, para un mejor entendimiento de la
regulación de PRL, a continuación se detallan los distintos niveles de
regulación que se han ido consolidando.
*Señales hipotalámicas reguladoras de la función de la
célula lactotropa
Las células lactotropas están bajo el control de aminas biogénicas y
neuropéptidos procedentes del hipotálamo.
• Dopamina
EI hipotálamo ejerce sobre la secreción de PRL un control dominante
inhibidor a través de la DA (Gale, 1961).
Las poblaciones neuronales dopaminérgicas pueden dividirse en tres
sistemas diferentes anatómica y funcionalmente basados en la distribución
rostrocaudal y sus áreas terminales en los distintos lóbulos de la glándula
hipofisaria (Figura 2). Las neuronas del haz dopaminérgico tuberoinfundibular
(TIDA) están localizadas principalmente en la parte dorsomedial del núcleo
arcuato (A12) y proyectan hacia la zona externa de la eminencia media (EM)
formando un denso plexo (Kawano, 1987), donde la dopamina es liberada en el
espacio perivascular rodeando los capilares del sistema portal hipofisario. Los
lóbulos intermedio y neural de la glándula hipofisaria están inervados por dos
grupos independientes de neuronas hipotalámicas dopaminérgicas. Las
neuronas (A14) del haz dopaminérgico periventricular (PHDA) están
localizadas en el núcleo periventricular hipotalámico y terminan en el lóbulo
intermedio (Goudreau, 1995). Por otro lado, las neuronas del haz
dopaminérgico tuberohipofisario (THDA) están localizadas en el núcleo arcuato
rostral (A12) y proyectan a los lóbulos intermedio y neural de la glándula






Figura 2. Diagrama de los sistemas dopaminérgicos hipotalámicos que regulan PRL.
La dopamina que procede del haz tuberoinfundibular (TIDA) y es libe^ada
a través de los vasos portales largos a los capilares del lóbulo anterior, se ha
considerado el principal regulador fisiológico de la secreción de PRL (Lepng,
1983). Sin embargo, también el haz THDA modula la secreción de PRL
liberando DA en el LI y en la NH, la cual actúa de forma directa sobre las
células lactotropas al ser transportada hasta la AH por los vasos portales
cortos (Ben-Jonathan, 1980). Durante la lactancia y en la última tarde del
proestro disminuye la DA en la eminencia media, así como la actividad del haz
TIDA (Selmanoff, 1981; Chiocchio, 1977). Las neuronas de los tractos
TIDA/THDA están regulados por un variado número de neuropéptidos y
neurotransmisores que participan en la regulación de la secreción de PRL, así
como por la PRL y los estrógenos (Ben-Jonathan, 2001).
La dopamina actúa a través de receptores específicos de membrana que
se han subdividido según su distribución anatómica, características
bioquímicas y respuesta farmacológica en dos tipos: los receptores D^ (Q^R),
que están acoplados a adenilato ciclasa (AC) y actúan a través de las
proteínas Gs induciendo aumento de AMPc; los receptores D2 (D2R), que no se
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acoplan a AC o lo hacen a través de las proteínas Gi inhibiendo la síntesis de
AMPc. En la adenohipófisis el receptor de dopamina identificado es el tipo D2
(Stoof, 1984) localizado en las células lactotropas, pero probablem^nte
también está presente en otras células adenohipofisarias (Goldsmith, 1979) y
en las células melanotropas del LI (Cote, 1982). Estudios previos han
demostrado que la dopamina incrementa la expresión del D2R en las células de
adenohipófisis de rata (Johnston, 1993). También, diversos factores de
crecimiento como el EGF y el NGF inducen la expresión del D2R en las células
lactotropas (Missale, 1991; 1993).
La dopamina es un reconocido inhibidor fisiológico de la liberación de
PRL, cuyo mecanismo de acción implica diversas vías de señalización. La
dopamina induce, en pocos segundos de exposición, la hiperpolarización de la
membrana conduciendo a la inactivación de canales de calcio, reducción de
calcio libre intracelular e inhibición inmediata de la liberación de PRL
(Schofield, 1983; Gregerson, 2001). Este efecto podría estar mediado por el
acoplamiento directo o indirecto del receptor a través de las proteínas Go a
canales de potasio, resultando en un descenso en el flujo de calcio (Figura 3).
Además, el descenso de calcio intracelular podría estar provocado por la
inhibición de la fosfolipasa C y la PKC, dando lugar a una disminución en la
generación de IP3 y a la reducción de la movilización de calcio del retículo
endoplásmico (Journot, 1987; Simmonds, 1985). Diversos estudios han
establecido que la dopamina inhibe la actividad de la AC en adenohipófisis in
vivo, y en cultivos de células lactotropas in vitro (Giannattasio, 1981; Lamberts,
1990). Como consecuencia produce una disminución de la generación de
AMPc (Swennen y Denef, 1982) y la supresión de la actividad de la PKA. Este
efecto media muchas de las respuestas celulares de la dopamina en las
células lactotropas (Diamond, 1999), con algunas evidencias de la implicación
también de la PKC (Chuang, 1993). EI descenso de la concentración de DA en
sangre portal implica una inmediata desaparición de su efecto inhibidor debido
a que rápidamente se disocia de su receptor. Se ha descrito que la disociación
de DA de su receptor es en sí mismo un mecanismo de señalización hormonal
que estimula la liberación de PRL, siendo mediado a través de un aumento de
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AMPc, pero también por la activación de la fosfolipasa C y la generación de IP3
(Martínez de la Escalera, 1992). In vitro, la retirada de DA induce de modo
similar un rápido incremento en la liberación de PRL (Denef, 1984). Se ha
desarrollado un modelo de regulación de PRL en la lactancia, según el cual la
aplicación de este estímulo provoca inicialmente un descenso del ^ono
dopaminérgico en el haz TIDA, pero que no resulta suficiente para reproducir el
efecto global sobre PRL, siendo necesaria la cooperación inmediata, en un
segundo paso de un PRF (Grosvenor, 1980).
La dopamina suprime además la expresión génica de PRL por un
mecanismo que implica la reducción de los niveles de AMPc (Maurer, 1981;
1982a) (Figura 3).
K+ ca2+
Figura 3. Diagrama de los mecanismos implicados en la regulación
dopaminérgica sie la célula lactotropa en la hipófisis.
Estudios previos han demostrado que la dopamina ejerce una acción anti-
proliferativa sobre las células lactotropas (Arita, 1998). Recientemente se ha
demostrado que esta acción es, al menos en parte, causada por la inhibición
de la producción de AMPc (Suzuki, 1999). La bromocriptina, agonista de!
receptor de dopamina, causa una considerable reducción del tamaño de los
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prolactinomas humanos. La utilización de mutantes del D2R origina un fenotipo
con hiperprolactinemia e hiperplasia de las células lactotropas (Saiardi, 1997).
La regulación de la función de !a célula lactotropa debe ser considerada
en el contexto de un balance entre la acción inhibidora de la dopamina y de los
numerosos factores hipotalámicos, periféricos y looales que actúan como
estimuladores.
• GABA
La tipificación del neurotransmisor, ácido gamma-amino butírico (GABA)
como un PIF (factor inhibidor de la liberación de PRL) se produjo al investigar la
actividad no dopaminérgica del hipotálamo inhibidora de PRL, confirmándose
que GABA actúa, tanto in vivo como in vitro inhibiendo la liberaoión de PRL
(Schally, 1977). Mediante estudios bioquímicos e inmunocitoquímicos se ha
evidenciado que existe un sistema tuberoinfundibular gabaérgico (Vincent,
1982), que a través de la circulación portal permite la Ilegada de GABA a la
hipófisis. Análisis con microscopio electrónico han detectado un abundante
plexo nervioso gabaérgico en la zona externa de la eminencia media (Tappaz,
1984) y adyacente al espacio perivascular de los capilares portales. GABA se
une a receptores específicos en la AH donde ejerce su acción (Grandison,
1979). El receptor predominante en las células lactotropas es GABAA (Apud,
1989).
La participación del sistema gabaérgico en la regulación fisiológica de la
liberación de PRL es controvertida, y los efectos observados dependen de la vía
de administración, la dosis y las condiciones experimentales de los animales.
• Serotonina
Estudios realizados in vivo han puesto de manifiesto el importante papel
que la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) tiene sobre !a liberación de las
hormonas adenohipofisarias. Se ha confirmado el efecto estimulador de la
serotonina sobre la liberación de PRL (Van de Kar, 1996).
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Las neuronas serotoninérgicas originarias en los núcleos del rafe
(principalmente en el núcleo dorsal) emiten las prolongaciones nerviosas a
distintos núcleos hipotalámicos. EI modelo admitido actualmente para exp,icar
la acción serotoninérgica sobre la liberación de hormonas hipofisarias se
fundamenta en que la 5-HT actúa como un modulador presináptico de
neuronas hipotalámicas liberadoras de factores hipofisiotróficos. Sin embargo,
la inervación serotoninérgica no se limita al nivel hipotalámico sino que Ile^a a
la hipófisis. En ésta no existe una distribución homogénea de los terminales
serotoninérgicos sino que es el LI el que posee la más amplia y densa rec^ de
inervación (Léránth, 1983). Las fibras serotoninérgicas que Ilegan al LI lo
hacen a través del tallo hipofisario, como lo demuestran los experimento^ de
sección del tallo hipofisario, en los que disminuye marcadamente la inervación
serotoninérgica del LI (Friedman, 1983).
Se ha demostrado que la administración de la serotonina reduce los
niveles de la dopamína en sangre portal hipofisaria (Pilotte, 1981). Numerosos
trabajos señalan al NPV como el principal implicado en la regulación de PRL
en diferentes situaciones fisiológicas como la lactancia (Kiss, 1986). EI ^VPV
contiene a su vez diferentes grupos de neuronas que liberan péptidos con
actividad PRF y que incluyen a VIP (Mezey, 1985), TRH (Lechan, 1982), F'HI,
encefalina y OT. Todo ello permite suponer que el NPV es un área integradora
de las señales fisiológicas que regulan la secreción de PRL. Por ejemplq, la
actividad serotoninérgica y vipérgica de este núcleo regula el ritmo circadiano
de PRL (Arey y Freeman, 1990; 1992). Recientemente se ha demostrado en
nuestro laboratorio que el estímulo directo de la 5-HT en la hipófisis, induce la
liberación de PRL a través de una acción autocrina y/o paracrina de VIP
(Balsa, 1998).
• TRH
TRH procedente del núcleo paraventricular del hipotálamo es secretaçla a
la eminencia media (Brovmstein, 1982). Su acción en la liberación de PRL ha
sido bien establecida. TRH estimula la liberación de PRL de células lactotropas
de manera dosis dependiente in vitro e in vivo (Tashjian, 1971). Estudios
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previos han observado la elevación de los niveles de TRH en sangre portal en
estados de aumento de la secreción de PRL, como la lactancia y el proestro
(Fink, 1982). Sin embargo, sobre el papel fisiológico de TRH en la secreciórt de
PRL existen ciertas controversias. Se ha demostrado, en nuestro grupo, que el
efecto de TRH sobre la liberación de PRL se ejerce directamente sobre las
células lactotropas, si bien puede estar parcialmente mediado a través de la
acción autocrina y/o paracrina de VIP (Balsa, 1996a}.
La acción de TRH se ejerce a través de receptores de membrana
específicos localizados en las células lactotropas (Yu, 1998) e implica un
aumento de liberación de la proteína y de la transcripción del gen de PRL
(Murdoch, 1983). Una vez unido al receptor, TRH activa la fosfolipasa C, a
través de las proteínas G, lo cual induce la generación de diacilglicerol (DAG) y
de IP3 como segundos mensajeros (Aragay, 1992). DAG promueve la
activación de la proteína quinasa C(PKC) y así entre otras acciones, potencia
la exocitosis de PRL (Fomina, 1997); el IP3 media la movilización de calcio
intracelular en las células lactotropas (Gershengorn, 1984).
• Oxitocina
Las dos principales hormonas liberadas por la NH, la oxitocina (OT) y la
vasopresina (AVP), han sido implicadas en la liberación fisiológica de PRL. De
ellas la mejor caracterizada como un PRF es la OT, que tanto in vivo como in
vitro induce la liberación de PRL (Lumpkin, 1983; Liu y Ben-Jonathan, 1994).
Ha sido bien establecida la liberación de OT en los vasos portales largos
(Gibbs, 1984). Además, los vasos portales cortos conectan el lóbulo neural y la
zona interna del lóbulo anterior, contribuyendo a un importante aporte de OT a
la AH.
Recientemente el ARNm del receptor de la OT ha sido localizado en las
células lactotropas (Breton, 1995). La OT parece ser un factor modulador
importante en el aumento de PRL inducida por los estrógenos (Johns^on,
1988). La OT puede, a su vez, mediar el efecto de VIP hipotalámico, ya que la
administración intracarotídea de VIP induce liberación de OT y el tratami^nto
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previo con un antagonista de OT inhibe el aumento de PRL inducido por VIP
(Samson, 1989).
• Galanina
La considerable presencia y específica distribución de neuronas galanina-
positivas en el hipotálamo sugiere una importante función para este péptido en
la regulación neuroendocrina de la secreción hormonal de la AH. Mucha^ de
las fibras que Ilegan a la eminencia media proceden de la porción ventrolateral
del núcleo arcuato (Merchenthaler, 1993). La concentración de galanina en
sangre portal es mayor que en sangre periférica. Por lo tanto, la galanina reune
todos los criterios para ser considerada como una hormona hipotalárr^ica-
hipofisiotrófica (López, 1991).
Además, la galanina está abundantemente expresada en el lóbulo ant^rior
de la hipófisis (Kaplan, 1988), sintetizándose principalmente en las células
lactotropas. La galanina opera como un factor intrahipofisario que estimula la
liberación de PRL tanto in vivo como in vitro (Koshiyama, 1987; Cai, 1998;
Hyde, 1998). Se ha demostrado que la acción de galanina, media el efecto de
TRH y VIP sobre la liberación de PRL, así como el efecto proliferativo de las
células lactotropas inducido por los estrógenos (Wynick, 1998; Aihua, 1999).
*Señales periféricas reguladoras de la función de la ^élula
Factotropa
• Estróge^os
Los estrógenos desempeñan un papel muy importante en la secreción de
PRL a dos niveles. A nivel del hipotálamo, el estradiol modifica la actividad de
las neuronas neuroendocrinas que controlan la secreción de PRL. AI nivel de la
hipófisis, actuando directamente sobre la célula lactotropa, el estradiol controla
la expresión génica de PRL y modifica su sensibilidad a estimuladores e
inhibidores fisiológicos de la secreción de PRL.
Se ha visto que la dopamina disminuye su efecto inhibidor de la secreción
de PRL cuando las células lactotropas están expuestas a estradiol in vitro
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(Raymond, 1978; West, 1980) o in vivo (Leong, 1983). EI estradiol ejerce este
efecto por el descenso del número de receptores de dopamina (Raymond,
1978). Por otro lado, el estradiol potencia la sensibilidad de la céfula lactotropa
a TRH, por aumento del número de receptores de TRH (Giguere, 1982). EI
estradiol reduce la señal inhibitoria que el hipotálamo ejerce sobre la secrecjón
de PRL. A largo plazo, el tratamiento con estradiol disminuye la concentración
de dopamina en sangre portal hipotálamo-hipofisaria que Ilega a la
adenohipófisis (Cramer, 1979). EI tratamiento con estradiol disminuye la
actividad tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la biosíntesis de
dopamina, en las neuronas del haz TIDA que Ilegan a la eminencia media
(Blum, 1987; Pasqualini, 1991). Además, el aumento de PRL liberada en
respuesta a estradiol, a través de un mecanismo de retroalimentación negativo,
incrementa la actividad de estas neuronas dopaminérgicas y en consecuencia
disminuye la secreción de PRL (Freeman, 2000).
En la adenohipófisis los estrógenos ejercen múltiples acciones: inducen
hiperplasia de las células lactotropas (Gersten, 1970), regulan la expresión
génica de PRL por unión a su receptor nuclear y al ADN induciendo la
activación transcripcional del gen (Maurer 1982b; 1985; Waterman, 1988) y en
consecuencia aumentan la síntesis de PRL y su contenido intracelular
(Lieberman, 1982; Vician, 1979).
Hay estudios que han demostrado que los estrógenos en la
adenohipófisis regulan la expresión y la liberación de factores locales, cuyas
interacciones son muy importantes en la función de las células lactotropas. Se
ha observado que los estrógenos regulan la expresión del ARNm de VIP (Lam,
1990), así como los niveles del péptido en la adenohipófisis (Prysor-Jones,
1988). También regulan la expresión y liberación de la galanina (Wynick, 1993)
y la expresión de IGF-I en la hipófisis (Michels, 1993).
•Glucocorticoides
Existe un amplio consenso sobre la inhibición de la secreción de PRL
inducida por los glucocorticoides (GC). Es bien conocido que en ratas, los
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niveles plasmáticos de PRL aumentan significativamente tras adrenalectomía,
además el efecto de la adrenalectomía puede ser revertido por la
administración de corticoesteroides (Chen, 1976; Brann, 1990). En modelos de
estrés crónico los GC disminuyen los niveles plasmáticos de PRL (López-
Calderón, 1989).
EI efecto de los GC tiene lugar predominantemente dentro del sistema
nervioso central. Así, la menor sensibilidad de las neuronas del haz TIDA, para
inducir inhibición, por los elevados niveles de los GC podría ser responsable de
la regulacibn de la secreción de PRL (Freeman, 2000). Además, se ha
demostrado que los GC inhiben el efecto de VIP sobre la liberación de PRL
(Rotsztejn, 1981).
Aparte de la regulación de la secreción de PRL, los GC también influyen
en la diferenciación (Sato, 1998) y la morfología (Carretero, 1997) de las
células lactotropas. Se ha observado en cultivo que los GC reducen las áreas
citoplasmáticas y nucleares de las células lactotropas.
*Señales locales reguladoras de la función de la célula
lactotropa
La compleja maquinaria que regula la secreción de PRL, está también
influida por mecanismos reguladores locales (Figura 1). Cada vez hay más
evidencias que confirman que la adenohipófisis tiene una capacidad reguladora
intrínseca, a través de señales autocrinas y paracrinas, y que este tipo de
regulación puede afectar a la función de las células lactotropas (Ben-Jonathan,
1992; Schwartz, 2000).
A continuación, se describen brevemente algunos factores locales
reguladores de la función de la célula lactotropa en la adenohipófisis.
• IGF-I
IGF-I es sintetizado en células de la hipófisis anterior. Su expresión
dispersa y la distribución ubicua de su receptor en la AH, sugieren que pueda
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desempeñar un importante papel local mediante mecanismos autocrinos y
paracrinos. Numerosos estudios han demostrado que IGF-I inhibe directamente
la secreción de GH (Jones, 1995). Además, IGF-I incrementa la proliferación
de las células corticotropas y lactotropas en ratón por un mecanismo autocrino
o paracrino (Oomizu, 1998).
Se ha evidenciado en nuestro laboratorio que la exposición de las células
adenohipofisarias a IGF-I aumentaba la expresión y la liberación de VIP.
Además, se observó que el efecto de IGF-I sobre el aumento de PRL en el
medio, está específicamente mediado por VIP a través de un mecanismo
autocrino y/o paracrino ( Lara, 1994).
• VIP
EI VIP hipotalámico es un estimulador de la secreción de PRL, por lo
tanto, su expresión en hipófisis (Arnaout, 1986), sugería que pudiera controlar
localmente por un mecanismo paracrino, la regulación de PRL. Además, el
ARNm de VIP se ha localizado en subpoblaciones de células lactotropas
(Chew, 1996). Trabajos previos de nuestro grupo y de otros laboratorios han
evidenciado que el VIP hipofisario está regulado por hormonas tiroideas,
estrógenos, TRH y dopamina (Lam, 1989; Balsa, 1994) así como por factores
locales (Lara, 1994).
VIP incrementa la secreción de galanina por las células hipofisarias
(Wynick, 1993). Parece ser también, que el efecto de VIP sobre la liberación de
PRL está mediado por la modulación de la galanina local secretada, que
representa un importante regulador paracrino de las células lactotropas.
• EGF
EGF es un factor de crecimiento sintetizado en la hipófisis anterior
(Mouihate, 1995). En ratas prepúberes la mayoría de las células productoras
de EGF son LH-positivas ( Mouite, 1996). La síntesis y la secreción de EGF, así
como la expresión funcional de su receptor, está sujeto a regulación por
estrógenos, cortisol, FGFb, TGF-(i, etc. Entre sus acciones, EGF promueve la
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proliferación de las células corticotropas, la diferenciación de las células
lactotropas (Childs, 1995; Felix, 1995) y estimula la expresión génica y
secreción de PRL (Murdoch, 1982); ademés, se ha demostrado que estimul^ la
secreción de ACTH y LH (Childs, 1991; Miyake, 1985).
• NGF
NGF es un factor sintetizado y secretado por células de la hipófisis
anterior, expresado con mayor abundancia en las células somatotropas y
lactotropas (Patterson, 1994; Missale, 1996). La estimulación con VIP (Mis^ale,
1995) promueve la secreción de NGF. NGF podría tener un importante papel
en la mitosis y diferenciación de las células de la AH (Proesmans, 1997^), lo
cual es relevante por la aparición de NGF y su receptor en la vida fetal.
Se ha propuesto que NGF hipofisario jugaría un papel dual: un papel IQcal
como estimulador de la diferenciación y proliferación de las células lactotropas
durante el desarrollo hipofisario (Missale, 1995), y un papel sistémico cc^mo
neurohormone que es cosecretada con PRL a la circulación. Ademés, NGF
parece ser uno de los factores implicados en el mecanismo de desarrol^o y
progresión de los prolactinomas, ya que promueve la expresión del receptor de
dopamina D2 específico de las células lactotropas (Missale, 1994; 19^8).
• Galanina
Es uno de los factores con acciones paracrinas hipofisarias rr^ejor
caracterizado. Se expresa abundantemente en la AH (Kaplan, 1988). Una serie
de estudios han localizado galanina en las células somatotropas, tirotrop^s y
lactotropas (O "Halloran, 1990). Recientemente, se ha identificado el receptor
GALR2 de galanina expresado en la AH (Fahti, 19^7).
Existe dimorfismo sexual en la expresión de galanina en la eminencia
media y AH, donde su concentración es mayor en hembras (Gabriel, 19^9).
Los estrógenos son los reguladores predominantes de la actividad de galanina
en la hipófisis, donde regulan positivamente los niveles del péptido y d^ su
ARNm, así como el número de las células secretoras de galanina (Hsu, 1990;
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Wynick, 1993; Hammond, 1997). Algunos estudios indican que el efecto d^ los
estrógenos sobre la proliferaeión de las células lactotropas y la liberación de
PRL estaría mediada por la galanina secretada localmente (Wynick, 1^93;
1998; Cai, 1998). También se ha demostrado que la galanina mediaría el
efecto inhibidor de los estrógenos sobre la seareción de ACTH (Cimini, 1^96).
Además, la galanina parece inhibir la secreción de gonadotropinas estimulada
por GnRH (Todd, 1998).
• subunidad-a
La subunidad-« de las glicoproteínas hipofisarias se sintetiza en la
hipófisis, donde uniéndose a las subunidades-^i específicas de la TSH, LH y
FSH dan lugar a las moléculas biológicamente activas. Estudios previos han
evidenciado que la subunidad-oc pueda tener una acción trófica (Van Bael y
Denef, 1996) e inducir la diferenciación de las células lactotropas duran^e la
vida fetal y postnatal (Begeot, 1984; Seuntjens, 1999). En nuestro laboratorio
se ha demostrado que, en cultivos de células hipofisarias de rata, el IGF-I
aumenta la expresión génica de la subunidad-a (Pazos, 1995), sugiriendo que
la subunidad-a podría ser mediadora de ciertas acciones de IGF-I er la
regulación de PRL. Además, se ha observado que en la hipófisis de rana, las
células lactotropas pueden sintetizar y secretar subunidad-a (Oguchi, 1996).
• Sustancia P
La presencia de sustancia P se ha detectado en la AH (Morel, 1982b). Es
secretada por diferentes células hipofisarias como las tirotropas y las
somatotropas (Arita, 1994). La sustancia P ha sido asociada con la secreçión
de GH y PRL (Kato, 1976). Más recientemente, se ha visto que le sustancia P y
VIP interaccionan a nivel de mecanismos de señalización en las células
lactotropas (Meu, 1997). Otros trabajos indican que la sustancia P local




TGF-R es un miembro de una familia de factores de crecimiento que
regulan le diferenciación y la prolifereción celular de una emplie verieded de
tejidos incluyendo la AH. Se ha demostrado la presencia de TGF-R, así cpmo
su receptor en las células lactotropas, (Sarkar, 1992). TGF-R suprime la
proliferación de las células lactotropas y disminuye la síntesis y secreción de
PRL (Murata, 1991; Minami, 1997; Abraham, 1998).
En ratas con tumores inducidos por estrógenos, la proteína y el ARNrr de
TGF-R y su receptor están disminuidos (Pastorcic, 199b). Estos datos sugieren
la posibilided de que la tumorogénesis podría ser, entre otras, el resultad^ de
la supresión de la actividad TGF-R.
2. F-ACTOR DE CRECMAIENTO SIMILAR A LA INSULiNA
En 1972 Daúghaday derromTrió-"somatomedirras" a diversos péptidos,que,
posteriormente, se denominarían factores de crecimiento simileres a la insulina
o IGFs ( Daughaday, 1972). Estos factores de erecimiento, sus receptores y sus
proteínas de unión constituyen una familia de moduladores celulares que
representan un papel esencial en la regulación del crecimiento y desarrollo,. En
la actualidad existe una información exhaustiva sobre la biosíntesis, estructura
del gen, estructura química y regulación, así como de la expresión y aaciqnes
en diferentes tejidos de los IGFs (Jones, 1995).
Estos péptidos, denominados factor de crecimiento similar a la insulina I y
II (IGF-I e IGF-II) son codificados por genes individuales, aunque relecionedos
ancestralmente con el gen de la insulina (Humbel, 1^90).
2.1. Estructura
EI IGF-I maduro en humanos es un péptido de 70 aminoácidos, de cac(ena
única, con tres puentes disulfuro intracatenarios. Presenta una homología
estructural con el IGF-II de un 634/o y con la proinsulina del 43°r6 (Sara, 1990).
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En la estructura del péptido maduro se han caracterizado determinadas
secuencias o dominios con significación funcional que se denominan dominios
B(aa 1-29), C(aa 30-41), A(aa 42-62) y D(aa 63-70) (Cooke, 1991). Se han
identificado en los dominios C y D los sitios de mayor afinidad por el receptor
tipo I(Bayne, 1989), mientras que el dominio B se caracteriza por su capacjdad
de unión a sus proteínas transportadoras (Cascieri, 1988).
EI gen que codifica para IGF-I es un gen único compuesto por seis
exones separados por cinco intrones de un tamaño de 1,9 a 50 Kb (Adamo,
1993). Los exones 1 ó 2 codifican el péptido señal y una región 5" no traducida;
estos exones sufren un acoplamiento alternativo con el exón 3, el cual codifica
el resto del péptido señal y la mayoría del dominio B(Lowe, 1987). EI expn 4
codifica el resto de los dominios B, C, A y D y los 16 primeros aa del péptido E.
EI exón 5 codifica parte del péptido E, y el exón 6 el resto del péptido E q una
secuencia de la región 3" no traducible. Los mecanismos moleculares del
control de expresión del gen de IGF-I se producen por la existencia de varios
sitios de inicio de la transcripción y el acoplamiento alternativo del transcrito
primario de IGF-I.
IGF-I es sintetizado como pre-prohormona (Daughaday, 1989)
conteniendo el péptido señal, que varía en función de la transcripción del exón
1 y 2. Actualmente se admite que la transcripción del exón 1 y del exón 2 está
controlada por distintas secuencias promotoras probablemente cercanas a
cada uno de los exones (Adamo, 1993), que se regulan de forma diferente
durante el desarrollo y por las distintas señales hormonales. La pre-
prohormona es procesada a prohormona que contiene diferentes tamaños del
Ilamado péptido E. EI péptido E depende del acoplamiento alternativo del exón
5, en el extremo 3", el cual codifica dos secuencias diferentes del péptido E. EI
ARNm de IGF-I con ausencia de la secuencia del exón 5 codifica para el
péptido E tipo A(ARNm de IGF-I), y el ARNm de IGF-I que contiene las 52





La expresión del gen de IGF-I es muy ubicua, habiéndose detectadq su
ARNm en hígado, pulmón, riñón, timo, bazo, corazón, músculo, esquelético,
ovario, útero, testículo, cerebro, glándula mamaria, intestino, pared vascu^ar y
otros (Murphy, 1987; Hernández, 1989).
En el sistema nervioso central, IGF-I está ampliamente distribuido tanto
en el animal adulto como durante el desarrollo embrionario (García-Segura,
1991; Langford, 1 ^93).
En hipófisis humana, las células que contienen IGF-I presentan una
distribución dispersa dentro de la glándula (Ren, 1994). En hipófisis de rata, se
ha demostrado que el ARNm de IGF-I se distribuye de forma irregular y difusa,
aunque se localiza preferentemente en células con características morfológicas
e inmunocitoquímicas propias de las células folículo-estrelladas. EI ARNm del
receptor (IGF-I R) está distribuido abundante y homogéneamente por toda la
AH y el lóbulo intermedio (Bach, 1992). En ratón, la proteína y el ARNm de
IGF-I han sido localizados en las células somatotropas y el ARNm del receptor
en las células corticotropas y somatotropas por hibridación in situ (Takahashi,
1997).
Recientemente se ha demostrado la presencia de IGF-I en gránulos
secretores en coexistencia con PRL en Xenopus laevis (David, 2000). Además,
en líneas tumorales hipofisarias (células GH3), las células expresan I^F-I
(Fagin, 1987).
Por lo tanto, la presencia uniforme de IGF-I y la distribución de su
receptor por toda la hipófisis anterior, apoyan el importante papel local que
desempeña mediante mecanismos autocrinos y paracrinos.
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2.3. Reg^lación de- Ia-ex-p^es'^ón- de-^G^-I en-^la hipó.^isis
Tanto la expresión del ligando IGF-I, como la de su receptor, están
sometidas a una regulación multifactorial. Factores hormonales y nutricionales,
regulan la expresión del sistema IGF-I de forma muy específica relacionado
con el tipo de tejido y el estadío del desarrollo (Rotwein, 1993).
Hay diversos estudios de interés sobre la regulación génica y la síntesis
de la proteína de IGF-I, así como su receptor (IGF-I R) en la AH. IGF-I ejerce
un efecto de autorregulación negativa a nivel hipofisario e hipotalámico a
través de la GH. Los estrógenos producen un incremento tanto del contenido
del péptido como de la transcripción de su gen y del gen de su prot^ína
transportadora, IGFBP-2, sugiriendo un posible papel de IGF-I como mediador
de los efectos de estrógenos en la hipófisis, incluyendo la hiperplasia de la AH
(Michels, 1993).
2.4. Acciones biológicas
IGF-I es un factor de crecimiento que es sintetizado en la hipófisis d^onde
actúa localmente. Numerosos trabajos han evidenciado diversas acciones de
IGF-I en la hipófisis. Estas acciones incluyen efectos directos de IGF-I sobre la
proliferación celular de las células secretoras y la síntesis y secreción de
hormonas hipofisa^ias.
Diversos estudios han demostrado que IGF-I inhibe directamente la
secreción de GH (Yamasaki, 1991; Jones, 1995). Además de este efecto,
hemos observado en nuestro grupo, que IGF-I induce la expresión génica de
VIP y su secreción en la hipófisis (Lara, 1994).
IGF-I es un importante factor mitogénico (Conover, 1985) que además
previene la apoptosis en diversos tipos celulares (Dudek, 1997; Párrizas,
1997a; Pugazhenthi, 2000). Para un mejor entendimiento, a continuación se




Estudios previos han mostrado que IGF-I de origen hipofisario incre^enta
la proliferación de las células corticotropas y lactotropas en ratón por un
mecanismo autocrino o paracrino (Takahashi, 1997; Oomizu, 1998). Además,
se ha visto que la insulina presenta acciones mitogénicas en las células
lactotropas, a través de la vía Ras/MAPK, lo que sugiere la posible mediación
de sus acciones a través del receptor de IGF-I (Suzuki, 1999). Datos recientes
demuestran que ratones con disrupción del gen de IGF-I, presentan
disminución en el número de las células lactotropas (Stefaneanu, 1999).
Además, en células tumorales hipofisarias, GH3, IGF-I es necesario para su
proliferación (Hayashi, 1984).
Se ha sugerido que el IGF-I podría mediar los efectos proliferativos de los
estrógenos sobre las células lactotropas, dado que la administración de
estrógenos incrementa la presencia de IGF-I en la hipófisis (Michels, 1993).
Además, se ha observado que en una línea celular secretora de PRL, GH4C1,
el estradiol estimula la producción de IGF-I (Gilchrist, 1995).
Está ampliamente documentado el importante papel que tiene la
activación de la vía de señalización Ras/MAPK sobre la proliferación ce^ular
inducida por IGF-I en diferentes tipos celulares (Foncea, 1997; Reiss, 1998;
Coolican, 19^7).
Además, IGF-I regula la expresión de genes de expresión temprana como
c-fos y c-jun (LeRoith, 2001), por lo que se ha considerado que estos proto-
oncogenes podrían mediar las acciones mitogénicas de IGF-I. Otro efecto que
induce IGF-I, relacionado con su acción proliferativa, es la activación de genes
implicados en el ciclo celular como las ciclinas D1, D2 y E en la fase G1, así
como las ciclinas A y B en fases más avanzadas del ciclo celular (Reiss, 1998).
En diversos estudios se ha observado que IGF-I precisa de la interacción
con otros factores de crecimiento para inducir la síntesis de ADN y la
proliferación celular (Jones, 1995). IGF-I actúa como un factor de progresión,
permitiendo la progresión de la fase G1 del ciclo celular y el inicio de la síntesis
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de ADN (Stiles, 1979). Sin embargo, para que una célula salga de la fase GO y
entre en la G1 necesita la actuación de otros factores de crecimiento
denominados factores de competencia (PDGF, FGFb, EGF...) los cuales
aumentan la sensibilidad de la célula para responder a determinados factores
de crecimiento. EI tratamiento de las células con IGF-I, junto con uno de estos
factores de competencia, permite la progresión por la fase G1 y la continuación
del ciclo celular resultando en la síntesis de ADN y la proliferación celular
(Jones, 1995). Además, los factores de competencia como PDGF estimulan la
proliferación, al menos en parte, por la inducción de receptores de IGF-I, lo que
aumenta la capacidad celular para responder a IGF-I y para progresar en el
ciclo celular (Baserga, 1994). Otros estudios usando diferentes modelos
celulares, sugieren que el AMPc podría actuar como factor de competenĉ ia del
ciclo celular, y que facilitaría la acción de IGF-I para promover la proliferación
celular (Tramontano, 1988; Yamamoto, 1996; Kimura, 2001).
2.4.2. Acción anti-apoptótica
Las acciones de IGF-I sobre el proceso de apoptosis así como su
mecanismo de acción han sido ampliamente documentados.
En células hipofisarias de tilapia se ha demostrado que IGF-I inhibe la
apoptosis (Melamed, 1999). En otros trabajos se ha estudiado con más detalle
el efecto de IGF-I sobre la muerte celular. En células PC12, se ha observado
que IGF-I regula la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2, vía
activación P13"-Kinasa/Akt (Pugazhenthi, 2000). Apoyando estos datos, qtros
trabajos han demostrado que la quinasa Akt, activada por la P13"-Kinasa, es un
mediador crítico en la supervivencia celular inducida por IGF-I (Dudek, 1997;
Datta, 1997). Dada la complejidad de la maquinaria apoptótica, Akt podría
promover la supervivencia e inhibir la muerte celular por diversos mecanismos.
Akt podría bloquear la apoptosis regulando la expresión o la actividad de




• Componentes moleculares del programa apoptótico
La base para la comprensión del proceso de la apoptosis en mamíferos
procede en gran parte de estudios genéticos en C. elegans, que han
identificado una serie de genes que controlan la muerte celular (Horvitz, 1999).
Ced-9 y egl-1 de C. e/egans se han relacionado en mamíferos con Bcl-2, el
cual es el prototipo de una gran familia de proteínas relacionadas
estructuralmente y que regulan la muerte celular en mamíferos (Reed, 1998).
Algunas de esas proteínas, como Bcl-2 y Bcl-xL, promueven la supervivencia
celular, mientras que otras proteínas de esta familia, como Bax y Bad,
promueven la apoptosis.
La actividad de los miembros de la familia Bcl-2 está regulada en parte
por su capacidad para formar homo- y heterodímeros. Diversos miembros de la
familia Bcl-2 están localizados en las membranas de ciertos orgánulos como el
núcleo, el retículo endoplásmico y la mitocondria (Krajewski, 1993). Diferentes
estudios han demostrado un papel clave de la mitocondria en la apoptosis, y
especialmente en la relación con la función de las proteínas de la familia Bcl-2
(Zhu, 1996). Así, miembros anti-apoptóticos como Bcl-2 y Bcl-xL suprimen la
apoptosis en parte por el bloqueo de la liberación del citocromo C de la
mitocondria, un paso crítico en la activación de las caspasas y la muerte
celular (Franke, 1997). EI desequilibrio entre proteínas apoptóticas y anti-
apoptóticas y la consiguiente formación de homo- o heterodímeros, determina
la respuesta celular a un determinado estímulo.
2.5. Receptores y señales de transducción (Fi^ura 4)
Las acciones biológicas de IGF-I en la hipófisis están mediadas por un
receptor del tipo tirosina quinasa que se expresa en las células hipofisarias. EI
receptor de IGF-I (IGF-I R) se expresa en la membrana celular como un
tetrámero, compuesto por dos subunidades a y dos subunidades R. La
subunidad a es totalmente extracelular y contiene una región rica en cisteína y
11 sitios potenciales de glicosilación. La subunidad R es una cadena
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transmembrana con un dominio intracelular enzimático tirosina quinasa y un
sitio de unión para ATP (Morgan, 1986). La homología más alta entre los
receptores de IGF-I y de insulina reside en el dominio tirosina quinasa,
mientras que la más baja se encuentra en los segmentos ricos en cisteína,
pudiéndose explicar la especificidad de los receptores de IGF-I e insulina por
sus ligandos (Werner, 1991). La capacidad de IGF-I, IGF-II e insulina dé unirse
a los distintos receptores hace que, in vivo, se puedan solapar las acciones
biológicas de estos péptidos. Debido a esto, los IGFs pueden inducir
hipoglucemia y la insulina puede presentar actividad mitogénica, cuando estos
ligandos están presentes en concentraciones superiores a las fisiológicas.
La unión de IGF-I a su receptor induce la autofosforilación de múltiples
residuos tirosina de la subunidad R de dicho receptor. Esta fosforilación del
IGF-I R tiene dos distintos, pero relacionados resultados; primeramente, la
actividad tirosina quinasa del receptor es potenciada y además, los residuos
tirosina fosforilados proporcionan sitios de acoplamiento para varias proteínas
que median la señalización del IGF-I R(LeRoith, 2000; 2001). Estudios previos
han indicado que el dominio citoplasmático de la subunidad R une distintos
sustratos proteicos que incluyen proteínas de la familia lRS (IRS-1, IRS-2), las
cuales se asocian con el receptor a través de dominios PTB (phosphotyrosine
binding), así como la familia de proteínas adaptadoras Shc (Butler, 1998;
White, 1998). Después de la unión al receptor, esas proteínas son fosforiladas
en los residuos tirosina, lo cual facilita que se les acoplen diferentes moléculas
que conducen a la activación de las vías de señalización: la vía Ras/MAPK y la
vía P13'-Kinasa.
2.5.1. Vía de señalización de la MAPK
Una vez fosforilado y activado IRS-1, puede unirse a Grb2 (Growth factor
receptor binding protein-2). Por otro lado, el reclutamiento de las proteínas
adaptadoras Shc al receptor activado conduce a una cascada de
acontecimientos que incluyen la asociación de Grb2 con mSOS (proteína de
intercambio de nucleótidos), la activación de Ras (pequeña proteína G
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monomérica) y de Raf-1 (Voltek, 1993; Marshall, 1994). Una vez activada, la
proteína Raf-1 activa mediante fosforilación, la MAPK quinasa (MAPKK)
conocidas como MEK1 y MEK2 (Howe, 1992; Jaiswal; 1994) (Figura 4). MEK
1/2 tienen una actividad quinasa dual para Ser/Thr y Tyr con la que fosforilan a
sus únicos sustratos conocidos, las proteínas MAPK/ERKs (proteínas quinasas
activadas por señales extracelulares), que están altamente conservadas a lo
largo de la evolución (Zheng, 1993; Dhanasekaran, 1998). ERK1 y ERK2 son
proteínas Ser/Thr quinasas que fosforilan lugares ricos en prolina (Marshall,
1994). Una vez activadas, las MAPK/ERKs se traslocan al núcleo (Chen, 1992)
donde, entre otros efectos, fosforilan y activan proteínas quinasas y una serie
de factores de transcripción induciendo así la expresión de determinados
genes (Treisman, 1996), como c-fos que son críticos para la proliferación y
diferenciación celular (Segal y Greenberg, 1996).
La vía MAPK/ERKs es capaz de afectar a la expresión génica a través de
la activación de proteínas quinasas. Así, ERK 1/2 puede fosforilar y activar a
las proteínas quinasa ribosomales S6 (Rsk1, Rsk2 y Rsk3), las cuales están
implicadas en la activación de factores transcripcionales como la proteína de
unión al CRE (CREB) (Xing, 1996; 1998), el coactivador o proteína de unión a
CREB (CBP) (Nakajima, 1996) y el factor de respuesta al suero (SRF) (Rivera,
1993), que regulan la transcripción de genes de expresión temprana inducida
por factores de crecimiento. Además de controlar la actividad de los factores
de transcripción, MAPK/ERKs podría regular la expresión génica mediante la
regulación de cambios estructurales de la cromatina (Whitmarsh, 2000). ERK
1/2, a través de la activación de las quinasas Rsk2 y Msk1, fosforila la histona
H3 y la proteína HMG-14 que aumentan la accesibilidad de los factores de
transcripción a los lugares de unión al ADN (Thomson, 1999). Directamente, la
vía MAPK/ERKs fosforila y regula ta actividad de diversos factores de
transcripción como Fos (Chen, 1993; 1996), Jun (Hibi, 1993), así como factores
del complejo ternario (TCFs) como Elk-1 (Gille, 1995; Yang, 1998) el cual
media la transcripción a través del elemento de respuesta al suero (SRE)
presente en numerosos genes de expresión tempr^na.
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La vía MAPK también promueve la síntesis de proteínas a través de la
activación de la quinasa Mnk-1, la cual activa al factor iniciador de la síntesis
de proteínas eIF-4E (Pearson, 2001^).
Recientemente se ha demostrado que la vía MAPK controla directamente
la síntesis de ADN y ARN (Graves, 2000). Este efecto se produce por la
regulación de la enzima carbamoil fosfato sintetasa (CPS II), la cual cataliza la
biosíntesis de nucleótidos de pirimidina que permite la replicación de los
cromosomas y el aumento de la expresión génica para inducir la síntesis de
nuevas proteínas.
2.5.2. Vía de señalización de la P13"-Kinasa
Tras la fosforilación de IRS-1 en múltiples residuos tirosina por el receptor
de IGF-I, se le une la subunidad reguladora p85 de la vía fosfatidilinositol 3"-
quinasa (P13"-Kinasa) (Backer, 1992), lo cual permite que p85 se una a la
subunidad catalítica (p110) que conduce a la activación de la Ser/Thr quinasa
Akt/PKB (Figura 4).
Estudios previos indican que la activación de la vía Akt/PKB, además de
mediar los efectos metabólicos de IGF-I, protege a las células de la apoptosis
(Downward, 1998). También, se ha sugerido que la vía P13'-Kinasa podría
mediar acciones proliferativas (Scrimgeour, 1997).
Como se ha comentado previamente, numerosos trabajos han
demostrado que IGF-I, a través de la activación de la vía P13"-Kinasa/Akt
promueve la supervivencia celular (Dudek, 1997; Datta, 1997; Kulik, 1997).
Además, Akt podría inhibir la apoptosis por la regulación de la expresión o la
actividad de miembros de la familia Bcl-2. Este efecto se produciría
directamente por la fosforilación de componentes de la maquinaria apoptótica
o, indirectamente por cambios en los niveles de expresión de genes que
codifican componentes relacionados con la apoptosis (Datta, 1999). Así, se ha
comprobado que Akt promueve la fosforilación e inactivación de Bad y la
caspasa-9, y regula la actividad transcripcional de miembros de la familia
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"Forkhead" y NF-kB. Además, Akt bloquea la liberación de citocromo C de la
mitocondria, lo cual podría reflejar un importante papel de Bad en la
señalización de Akt (Kennedy, 1997; 1999).
Bad es un miembro apoptótico de la familia Bcl-2 que puede interaccionar
e inactivar proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 y Bcl-xL (Zha, 1997). Los
factores de crecimiento inducen la fosforilación de Bad en dos residuos, la
serina 112 y la serina 136, lo cual promueve su disociación con las proteínas
anti-apoptóticas y la asociación con las proteínas citoplásmicas 14-3-3. La
asociación de Bad con las proteínas 14-3-3, la protegería de la defosforilación
y la secuestraría lejos de la mitocondria. Algunos estudios han demostrado que
Akt puede fosforilar Bad en la Ser'^, lo cual conduce a su inactivación y

































3. PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP)
3.1. Estructura
EI análisis de su estructura primaria muestra que VIP es un péptido
altamente básico, formado por 28 aminoácidos y que está relacionado
estructuralmente, con la secretina y, en menor medida, con el glucagórl, el
péptido inhibidor gástrico, el péptido histidina isoleucina amida (PHI) y el factor
liberador de la hormona del crecimiento (GRF).
EI hecho de que la estructura primaria del VIP sea idéntica en la mayoría
de las especies analizadas, indica que VIP se ha conservado fuertemente a lo
largo de la evolución, y sugiere que gran parte de su cadena peptídica es
esencial para su actividad bioló^ica.
3.2. Distribución anatómica
EI VIP es un péptido originariamente aislado de duodeno porcino y que
posteriormente se ha demostrado que es sintetizado en numerosos tejidos del
sistema nervioso central y periférico así como en la hipófisis. Concretamente
en el hipotálamo, los núcleos con mayor número de somas neuronales que
expresan VIP son el supraquiasmático (Card, 1981) y el paraventricular
(Mezey, 1985). La existencia de fibras vipérgicas que parten de este último
núcleo hacia la zona externa de la eminencia media y la identificación de VIP
en sangre portal (Shimatsu, 1981; Lam, 1991) sugiere un papel neuroendocrino
de este péptido.
Además de expresarse en el hipotálamo, VIP se sintetiza en
adenohipófisis según se demostró por su presencia en tejido y en cultivos
hipofisarios (Arnaout, 1986), así como de su ARNm (Segerson, 1989). Sin
embargo, está poco claro en qué células es sintetizado. Se ha localizado VIP
en las células lactotropas (Morel, 1982a) y su ARNm en una subpoblación de
lactotropas (Chew,1996). Otras células propuestas como posible fuente de VIP
40
Infroduccibn
han sido las células folículo-estrelladas (Segerson, 1989) y las células
tirotropas (Jones, 1989).
3.3. Regulación de VIP en la hipófisis
La síntesis y secreción de VIP en hipófisis están reguladas por la acción
de factores hipotalámicos, periféricos y locales.
• TRH
Se ha demostrado que TRH incrementa la liberación de VIP en cultivos de
células adenohipofisarias procedentes de ratas hipotiroideas (Lam, 1989). En
este estudio se describe también que GRF ejerce un efecto similar sobre la
liberación de VIP. Además, en trabajos realizados en nuestro laboratorio se ha
visto que TRH incrementa ligeramente el ARNm de VIP (Balsa, 1996a).
• Dopamina
La dopamina (DA) y sus agonistas inhiben tanto la liberación de VIP como
la transcripción de su gen, efecto que es necesario para manifestarse la acción
inhibidora de DA sobre la transcripción y liberación de PRL (Balsa, 1994;
1996b). Además de afectar directamente a los niveles de VIP, diversos
estudios han establecido que la DA afecta a su mecanismo de acción ya que
inhibe la actividad de la adenilato ciclasa en adenohipófisis in vivo y en cultivos
de células lactotropas in vitro (Lamberts, 1990). Como consecuencia produce
una disminución de la generación de AMPc en las células lactotropas
(Swennen, 1982) y la supresión de la actividad de la PKA. Se ha visto que el
mecanismo primario por el cual DA suprime la expresión génica de PRL es por
la reducción de los niveles de AMPc (Maurer, 1981; 1982a). Se ha demostrado
que la DA además de disminuir in vítro la liberación de VIP, inhibe la




In vivo, la administración de los estrógenos induce un aumento del
contenido en la adenohipófísis de VIP-inmunoreactivo y de sus niveles de
ARNm (Prysor-Jones, 1988; Carrillo, 1992; Lam, 1990; Kasper, 1992). También
se ha demostrado que tras el tratamiento con estrógenos aumentan los niveles
de VIP en la eminencia media de rata (Prysor-Jones, 1988). Sin embargo, a
nivel hipotalámico y en corteza cerebral los estrógenos no modifican el
contenido de VIP ni los niveles de su ARNm. Además, se ha demostrado que el
estradiol induce variaciones morfométricos y proliferativas en células
hipofisarias VIP-inmunoreactivas (Carretero, 1995), lo cual sugiere que podría
contribuir al efecto estimulador de los estrógenos sobre la secreción de PRL, la
transcripción del gen de PRL y la proliferación de las células lactotropas.
• Hormonas tiroideas
Las hormonas tiroideas son quizás, de entre los factores estudiados, los
que inducen mayores cambios de VIP. En ratas hipotiroideas se produce un
aumento en los niveles de VIP-inmunoreactivo y de su ARNm en la AH
(Segerson, 1989; Lam, 1989) y en el hipotálamo, a nivel del NPV (Toni, 1992).
In vitro, las células adenohipofisarias extraídas de ratas hipotiroideas contienen
y liberan más VIP que las procedentes de ratas eutiroideas (Lam, 1989) y en
cultivos de neuronas corticales, como observamos en nuestro laboratorio, la
adición de T3 disminuye en una forma dosis-dependiente la liberación y el
contenido de VIP (Lorenzo, 1992). Todo ello confirma que las hormonas
tiroideas regulan la transcripción, el contenido y la liberación de VIP tanto en el
sistema nervioso central como en la hipófisis.
• Glucocorticoides
La adrenalectomía aumenta la transcripción del gen de VIP en
adenohipófisis así como el contenido del péptido, mientras que no modifica la
expresión ni el contenido de VIP en el hipotálamo; este efecto es además
inhibido por el tratamiento con dexametasona (Lam, 1992), la cual abole la
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acumulación de AMPc inducido por VIP y la liberación de PRL in vitro. Puesto
que estos cambios son concordantes con los descritos en el caso de PRL, VIP
podría mediar los cambios de PRL inducido por los GC a través de una
modulación autocrina/paracrina.
• IGF-I
Además de la regulación de VIP hipofisario por señales hipotalámicas y
periféricas, se ha demostrado una importante regulación a nivel local.
Estudios realizados en nuestro laboratorio han mostrado que IGF-I
incrementa los niveles de ARNm, el contenido intracelular y la liberación de
VIP en la adenohipófisis. En este estudio, IGF-I indujo cambios paralelos sobre
la liberación y el contenido intracelular de PRL (Lara, 1994). Además se
demostró que el efecto de IGF-I sobre la liberación de PRL está
específicamente mediado por VIP a través de un mecanismo autocrino y/o
paracrino. Debido al importante papel mitogénico de IGF-I en distintos tjpos
tejidos (Jones, 1995), se ha sugerido que ambos factores estén implicados en
la hiperplasia de las células lactotropas.
3.4. Acciones biológiças
VIP es generalmente reconocido comQ un neuropéptido con una extensa
distribución en el SNC y periférico y con un amplio espectro de acciones
biológicas. VIP actúa como un neurotransmisor o neuromodulador en la
regulación de funciones vitales tan diversas como la digestión, reproducción o
la inmunomodulación (Said, 1986). Además, se ha demostrado que tiene un
papel muy importante en la proliferación celular, diferenciación, supervivencia
neuronal (Mutler, 1995), así como en la regulación de la liberación hormonal
(Balsa, 1994).
Numerosos estudios han demostrado el importante papel que VIP
desempeña en la regulación de PRL. In vivo e in vitro, VIP estimula la
liberación de PRL actuando directamente a nivel hipofisario (Kato, 1978;
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Enjalbert, 1980). Datos previos de nuestro laboratorio muestran que VIP tiene
un efecto estimulador rápido sobre la liberación de PRL, que se pone de
manifiesto tras una hora de exposición (Lara, 1991). La acción de VIP es
directa sobre la célula lactotropa, como lo demuestra la presencia de
receptores de VIP en estas células (Wanke, 1990), que inducen la estimulación
de la adenilato ciclasa y el aumento de la generación de AMPc (Robberecht,
1979).
VIP es un importante regulador fisiológico de la liberación de PRL, como
lo demuestran trabajos en los que la lactancia induce un aumento de la
inmunopositividad de somas neuronales vipérgicos en el NPV ( Mezey, 1985);
estudios de inmunización pasiva, demuestran que el bloqueo de VIP bloquea la
respuesta de PRL inducida por el proestro ( Murai, 1989) y retrasa el comienzo
de la liberación de PRL inducida por la lactancia (Abe, 1985). En trabajos
previos hemos demostrado que VIP hipofisario media el efecto de otras
hormonas o neurotransmisores implicados en.la liberación de PRL (Balsa,
1994; 1998). Así, hemos observado que señales hipotalámicas como
dopamina, TRH y 5-HT, pueden actuar modulando la liberación de PRL
directamente y a través de VIP hipofisario aunque, en cada situación fisiológica
puede predominar una u otra señal. EI resultado final estará condicionado por
otras señales periféricas como glucocorticoides, hormonas tiroideas y
esteroides sexuales, así como señales locales. Por lo tanto, la acción autocrina
y paracina de VIP cumple un papel esencial en la regulación de la secreción de
PRL. Además, esta regulación es todavía más compleja al influir otros factores
de la hipófisis como la galanina, la cual media la liberación de PRL inducida
por VIP a través de una acción autocrina (Wynick, 1993).
VIP además de estimular la secreción de PRL, se ha visto que induce la
expresión de PRL en líneas celulares hipofisarias GH3 y GH4C1 (Carrillo,
1985; Le Péchon-Vallée, 2000). Además, estudios previos han demostrado que
el AMPc incrementa la síntesis de PRL y sus niveles de ARNm en cultivos de
células hipofisarias (Maurer, 1982a). Estos datos sugieren que VIP, a través
del aumento de AMPc y la activación de la PKA, regula la liberación de PRL y
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la expresión de su gen. Además, la dopamina y sus agonistas modularían
estos efectos en parte, por la regulación de VIP hipofisario (Balsa, 1996b) y por
el bloqueo de la actividad de la adenilato ciclasa ( Lamberts, 1990).
Varios estudios han demostrado que VIP tiene un papel importante en el
control de la proliferación celular, diferenciación y supervivencia en el
sistema nervioso (Muller, 1995; Pincus, 1990). A través de estas acciones, VIP,
cuyos efectos se manifiestan en etapas tempranas de la ontogenia, podría
ejercer acciones importantes en el SNC durante el desarrollo embrionario. En
este sentido se ha demostrado que VIP tiene propiedades mitogénicas y
tróficas sobre el tejido neural embrionario a través de múltiples mecanismos
específicos de tejido y que implican distintos receptores de VIP (Gressens,
1993). Además, estos autores han mostrado que VIP promueve este efecto por
el acortamiento de las fases G1 y S del ciclo celular (Gressens, 1998). En la
hipófisis, se ha demostrado una acción de VIP sobre el crecimiento de células
tumorales humanas (Prysor-Jones, 1989). Este efecto, junto al aumento de los
niveles de VIP en la eminencia media e hipófisis durante el tratamiento con
estrógenos, sugiere que VIP medie, al menos en parte, la hiperplasia de las
células lactotropas inducida por estrógenos. Además, hay datos que indican
que el AMPc tiene un importante papel estimulador de la proliferación de las
células lactotropas (Suzuki, 1999).
La acción mitotrófica de VIP se potencia por la presencia de factores
mitogénicos en el medio extracelular (Muller, 1995). Las distintas fases del
ciclo celular están controladas por proteínas cuya regulación se encuentra bajo
el control de factores tróficos. VIP induce genes de expresión temprana como
c-fos, jun-B, c-jun... en diversos tipos celulares (Vaccarino, 1993; Jang, 1998).
Además, trabajos previos han mostrado que el aumento intracelular de AMPc
induce proteínas necesarias para la progresión del ciclo celular y podría
cooperar con otros factores de crecimiento en la proliferación celular (Roger,
1995; 1999; Kimura, 2001). Además, el AMPc puede actuar como un factor de
competencia, facilitando la acción mitogénica de otros factores de crecimiento
(Burikhanov, 1996). Este efecto podría producirse por un aumento de las
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ciclinas D y E q un acortamiento de la fase G1 del ciclo celular (Yamamoto,
1996). En ciertas circunstancias, VIP podría estimular la proliferación
indirectamente, mediante el control de la acción y la liberación de factores
tróficos (Muller, 1995).
3.5. Mecanismo de señalización de VIP ( Figur^ 5)
Los mecanismos intracelulares que median las acciones de VIP podrían
implicar varias vías de transducción activadas por los diferentes subtipos del
receptor (Muller, 1995). En las células hipofisarias están presentes dos
subtipos de receptores de VIP, VPAC1 y VPAC2 (Rawlings, 1996).
EI mecanismo por el cual VIP inicia sus respuestas biológicas es a través
de su unión a los receptores específicos presentes en la superficie de la
membrana celular, que están acoplados a las proteínas G y activan la adenilato
ciclasa (AC). Esta activación induce un aumento en la síntesis de AMPc y la
activación de la PKA. La PKA una vez fosforilada se trasloca al núcleo donde
fosforila y activa una serie de factores transcripcionales que regulan la
expresión génica (Montminy, 1997) (Figura 5). Uno de los factores
trancripcionales activados por la vía AMPc/PKA es CREB el cual regula la
expresión de genes específicos que tienen en su promotor el CRE (Montminy,
1997; Shaywitz, 1999), algunos de los cuales están relacionados con la
regulación del ciclo celular.
Estudios previos han demostrado que VIP estimula la liberación de PRL
por el aumento de la generación de AMPc (Robberecht, 1979). Además, el
AMPc induce la expresión del gen de PRL en cultivo primario de células
hipofisarias (Maurer, 1982a). La dopamina modularía estos efectos, en parte
por el bloqueo de la actividad de la AC (Lamberts, 1990), produciendo una
disminución de la generación de AMPc (Swennen, 1982) y de la activación de
la PKA.
Existen estudios recientes que indican que el AMPc no solamente activa
la PKA. Se han identificado proteínas que se unen al AMPc que son factores
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intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs), los cuales abren nuevas
vías de señalización en la acción del AMPc (Richards, 2001). Estos factores,
en función del tipo celular y el estadío del desarrollo, promueven la activación
de pequeñas GTPasas como Rap1, Rap2 y posiblemente Ras que conducen a
la activación de vías de señalización que incluyen la p38MAPK y la P13"-
Kinasa. Recientemente, también se ha visto que en algunos tipos celulares, el
AMPc podría controlar la exocitosis a través de estos GEFs (Ozaki, 20p0).
Existen varios niveles de señalización cruzada entre la cascada del AMPc
y otras vías. En algunos estudios se ha demostrado que la PKA activa
selectivamente la vía MAPK/ERKs a través de Rap1/B-Raf (Vossier, 1997;
Grewal, 2000a; Kievit, 2001), lo cual permite la fosforilación y activación de
factores de transcripción específicos (Figura 5). Trabajos recientes realizados
en una línea celular productora de PRL, GH4C1, han demostrado que VIQ, a
través de la PKA activa la vía MAPK (ERK 1/2) (Le Péchon-Vallée, 2000).
Apoyando estos datos, en otra línea celular, GH3, la PKA se requiere para la
activación de ERK 1/2 inducida por AMPc (Kievit, 2001). Este estudio indica
que Rap1 tendría un papel importante en la mediación de este efecto.
La activación de la vía MAPK por la PKA, a través de Rap1, podría
conducir a la activación de factores transcripcionales específicos o
coactivadores que regulan la expresión génica. Así, se ha visto que el AMPc
puede activar el factor transcripcional Elk-1 y regular la proliferación y
diferenciación celular (Vossier, 1997). La PKA y MAPK están fuertemente
implicadas en la activación del factor transcripcional CREB, y además estudios
recientes han mostrado que la vía PKA-Rap1-ERK podría tener un importante
papel en la regulación de la expresión génica controlada por CREB, a nivel de
la estimulación y el reclutamiento de los coactivadores trancripcionales CBP .y
p300 (Grewal, 2000b; Kievit, 2001) (Figura 5). La regulación de esta vía de
señalización podría tener un importante papel estimulador en la proliferación
celular como se ha demostrado en las células PC12 (Vossier, 1997). En la
línea celular hipofisaria, GH3, este mecanismo parece estar implicado en la
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Figura 5. Posibles vías de señalización del receptor de VIP en la célula lactotropa.
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4. REGULACIÓN DE LA^ EXPRESIÓN GÉNICA
Las señales extracelulares conducen a la activación de una serie de
moléculas de señalización intracelular, entre las que se encuentran las
proteínas quinasas. Muchas de estas rutas de transducción de señales
convergen en la activación de factores de transcripción, los cuales, una vez
activados, se unen a sus elementos de respuesta específicos presentes en el
promotor de ciertos genes modulando la transcripción de los mismos.
4.1. Factor transcripcional CREB
Uno de los factores transcripcionales activado por estímulos
extracelulares mejor caracterizado es CREB (proteína de unión al CRE), el cual
es crítico para una variedad de procesos celulares incluyendo la proliferación,
diferenciación y supervivencia.
Estudios previos han demostrado que CREB regula la transcripción
génica de numerosos genes, en respuesta a diversos estímulos (Shaywitz y
Greenberg, 1999). La especificidad en la transcripción de un determinado gen
es determinada por los factores y coactivadores que cooperan con CREB y la
actividad de las vías que regulan esos complejos.
CREB es activado por una variedad de proteínas quinasas entre las que
se incluyen la PKA y la MAPK. Estas quinasas pueden fosforilar CREB en un
residuo particular, la serina 133 (Ser'^) (Ginty, 1994; Xing y Greenberg, 1^96;
Móntminy, 1997). CREB se une como un dímero af CRE (elemento de
respuesta a AMPc) que se encuentra en los promotores de numerosos genes
(Montminy, 1997) (Figura 6). Se ha visto que la fosforilación de CREB (Ser'^)
es crítica y necesaria, pero no suficiente para la inducción de genes de
expresión temprana por factores de crecimiento (Ginty, 1994; Bonni, 1995).
Parece ser que la activación y el reclutamiento de determinados coactivadores
que se asocian a CREB, así como la interacción con otros factores de
transcripción, regulan la capacidad de CREB para inducir la expresión de
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genes específicos en respuesta a un estímulo determinado (Shaywitz y
Greenberg, 1999).
Uno de estos coactivadores es la proteína nuclear CBP (proteína de unión
a CREB), la cual se une específicamente a CREB fosforilado (Chrivia, 1993)
(Figura 6). CBP actúa como un adaptador permitiendo la unión y la
estabilización de CREB a la maquinaria transcripcional (Kwok, 1994). Además,
CBP contribuye al reclutamiento de la RNA polimerasa II (Pol II) (Nakajima,
1997) y facilita el desenrrollamiento del ADN para permitir que sea más
accesible a la maquinaria trancripcional (Shaywitz, 1999).
Estudios recientes muestran que es probable que las acciones de
diferentes señales contribuyan a la expresión génica regulada por CREB. Se
ha visto que la vía AMPc/PKA requiere la vía MAPK (ERK 1/2) para la
activación y el reclutamiento de CBP (Grewal, 2000b).
En algunos casos, hay factores de crecimiento que para inducir la
transcripción requieren que CREB coopere con otros factores de transcripción.
Se ha demostrado que para activar la transcripción de c-fos en las células
PC12, CREB requiere al SRF (factor de respuesta al suero) unido al SRE
(elemento de respuesta al suero) (Bonni, 1995).
Es también importante la cinética de activación de CREB, pues permite la
regulación de distintos programas de expresión génica dependiendo del
estímulo. Se ha visto que la sostenida fosforilación de CREB podría facilitar
que CREB coopere con productos proteicos específicos de los genes de
expresión temprana y así promover la activación de determinados genes de
expresión tardía que tienen en sus regiones reguladoras zonas de unión a
estos factores transcripcionales (Bonni, 1995).
Por lo tanto, el mecanismo por el cual CREB activa la transcripción y una
respuesta celular específica, varía dependiendo del estímulo y estará
determinado por la interacción con otros factores y coactivadores que cooperan
con CREB, y por la actividad de las vías que regulan esos complejos.
51
Introducción
4.2. Genes de expresión tem prana
Los factores de crecimiento regulan la activación de múltiples factore^ de
transcripción que contribuyen a la inducción transcripcional de genes de expresión
temprana, como c-fos y c jun que son críticos para la proliferación x la
diferenciación celular (Segal y Greenberg, 1996), así como para la regulación de
la expresión de determinados genes diana.
La inducción de los genes de expresión temprana ocurre rápidamente,
transitoriamente e independientemente de la síntesis de nuevas proteínas. De los
genes de expresión temprana, el mejor caracterizado es c-fos. Varios elementos
reguladores localizados en el promotor de c-fos regulan su expresión. La
secuencia CRE reconoce al factor trancripcional CREB, el cual puede ser activado
por una variedad de proteínas quinasas, entre las que se incluyen la PKA y la
MAPK/ERKs (Figura 6). La secuencia SRE, presente también en numerosos
genes, reconoce a una proteína nuclear denominada SRF, que se expresa en la
mayoría de los tipos celulares (Treisman, 1992). EI elemento SRE es activado por
la unión del SRF y de los factores del complejo ternario (TCFs) como Elk-1
(Bading, 1993). Estos factores son a su vez fosforilados y activados por la vía
MAPK (Pearson, 2001).
Los proto-oncogenes c-fos y c jun codifican los factores de transcripción Fos
y Jun respectivamente, que son inducidos por estímulos externos. Estos factores
se unen formando un complejo proteico junto con otros factores de transcripción,
denominado AP-1 (proteína activadora-1) (Lee, 1988). EI complejo AP-1 modula
la transcripción de genes de expresión tardía, que contienen en su secuencia un
sitio de unión AP-1 (Figura 6). Entre ellos se encuentran proteínas que regulan el
ciclo celular como las ciclinas (Sherr, 1995), péptidos con funciones fisiológicas
muy específicas como factores de crecimiento y sus receptores, enzimas que
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Fi^ura 6. Posibles mecanismos de señalización de IGF-I y VIP implicados




Como hemos expuesto en la Introducción, IGF-I y VIP son dos factores
tróficos de gran ubicuidad que entre otras múltiples acciones biológicas,
participan en el control de la diferenciación y proliferación celular. En estudios
previos de nuestro laboratorio se había evidenciado que IGF-I y VIP
estimulaban la liberación de PRL y que además el VIP tenía un papel permisivo
facilitando la acción de IGF-I. A pesar de la importancia de estos factores en la
regulación de PRL, es muy poco lo que se conoce sobre cómo su interacción
puede contribuir a la regulación de la función de las células lactotropas. Por lo
tanto:
EI objetivo general del presente estudio era profundizar en la regulación
de PRL hipofisaria esclareciendo los mecanismos mediante los que IGF-I
y VIP actúan, contribuyen e interaccionan en la regulación de la
proliferación de las células lactotropas en la adenohipófisis. Bajo esta
perspectiva y, a la vista de los estudios previos, los objetivos concretos del
presente trabajo son:
1.- Estudiar la acción proliferativa de IGF-I sobre las células
hipofisarias en cultivo primario.
IGF-I es un factor mitogénico de muchos tipos celulares que se sintetiza
en la hipófisis. En células tumorales hipofisarias, IGF-I promueve la
proliferación de adenomas hipofisarios humanos y de una línea celular
productora de PRL (GH3). Por todo ello, nos planteamos esclarecer la acción
proliferativa de IGF-I sobre las células hipofisarias normales. Para este análisis
se empleó como marcador de proliferación la incorporación de BrdU y los
niveles del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA).
2.- Definir la población de células hipofisarias sobre las que IGF-I y
VIP ejercen su accián mitotrófica.
Estudios previos han sugerido el posible papel de IGF-I como factor
proliferativo de las células lactotropas mediando acciones de estrógenos.
Además, en trabajos de nuestro laboratorio demostramos que IGF-I, en las
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células hipofisarias de rata en cultivo, aumentaba los niveles de PRL en el
medio de incubación a las 48 horas, sin modificar su expresión génica. Por lo
tanto, ésta liberación inducida por IGF-I podría ser secundaria a un aumento en
el número de las células lactotropas. Por otro lado, VIP es un neuropéptido que
además de estimular la liberación de PRL, puede participar en la acción
proliferativa inducida por estrógenos. Además, se ha demostrado una acción
de VIP sobre el crecimiento de células tumorales humanas de origen
hipofisario. Todo ello, nos Ilevó a analizar el papel de IGF-I y VIP en
proliferación de células lactotropas. Para este análisis se empleó como
marcador de proliferación la incorporación de BrdU y se estableció el tipo
celular que proliferaba mediante el marcaje de células hipofisarias con
anticuerpos específicos.
3.- Determinar si existe alguna interacción entre IGF-I y VIP en su
acción proliferativa.
Datos previos de nuestro laboratorio han demostrado que IGF-I estimula
la expresión del ARNm de VIP en hipófisis, así como su liberación al medio.
Además, la acción de IGF-I en el aumento de PRL en el medio, está mediada
por la presencia de VIP. Estas observaciones sugieren la posibilidad de que
IGF-I y VIP interaccionen en su acción proliferativa. Para clarificar esta
hipótesis, nos planteamos estudiar el papel de VIP como mediador de la
proliferación de las células lactotropas inducida por IGF-I, a través del bloqueo
de VIP endógeno con antisuero específico.
4.- Estudiar los mecanismos de señalización intracelular que median
la acción de IGF-I y VIP sobre la proliferación de células lactotropas.
Las acciones proliferativas del IGF-I se ejercen, entre otras, a través de la
vía de señalización Ras/MAPK, mientras que VIP ejerce sus acciones a través
de la vía AMPc/PKA. Estudios previos han demostrado que la vía Ras/MAPK
media la proliferación de las células lactotropas inducida por insulina,
sugiriendo que este efecto se produce en parte a través del receptor de IGF-I.
También se ha evidenciado el importante papel que tiene el AMPc en la
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estimulación de la proliferación de las células lactotropas. Por todo ello, nos
planteamos estudiar los mecanismos mediante los cuales IGF-I y VIP
promueven la proliferación de las células lactotropas. Para comprobar la
implicación de la vía Ras/MAPK, P13"-Kinasa y AMPc/PKA en este efecto se
utilizaron inhibidores específicos de estas rutas.
5.- Estudiar la activación de las vías de señalización implicadas en el
mecanismo de acción de IGF-I y VIP sobre las células hipofisarias.
Dada la participación de la vía Ras/MAPK y AMPc/PKA en la proliferación
de las células lactotropas, nos propusimos estudiar la activación de las vías de
señalización implicadas en la acción de IGF-I y VIP sobre las células
hipofisarias. Además, se intentó determinar si existía interdependencia entre
las vías de señalización, mediante su bloqueo alternativo con inhibidores
específicos.
6.- Analizar la acción de IGF-I y VIP sobre la activación de factores
transcripcionales.
Estudios previos han demostrado que CREB es un factor de transcripción
que es regulador crítico en la transcripción génica de numerosos genes. CREB
es activado por la vía Ras/MAPK y AMPc/PKA, por lo que el objetivo inmediato
fue analizar su posible activación por IGF-I y VIP. Además, se intentó estudiar
si en las células lactotropas se producía dicha activación. Por otro lado, se
planteó analizar si existía interdependencia entre las vías de señalización de
IGF-I y VIP en la activación de CREB.
7.- Estudiar el efecto de IGF-I y VIP sobre la activación
transcripcional de genes cuya expresión está regulada por los elementos
de respuesta SRE y CRE.
Conocida la participación y activación de las vías de señalización de IGF-I
y VIP, se propuso estudiar si la expresión de genes regulados por los
elementos de respuesta SRE y CRE, podrían ser activados
transcripcionalmente por estos factores. Además, se planteó analizar si a este
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nivel existía interrelación entre las vías de señalización de IGF-I y VIP en la
regulación de la expresión de estos genes.
8.- Determinar una posible acción anti-apoptótica de IGF-I sobre las
células hipofisarias en cultivo primario.
Estudios previos han demostrado que IGF-I previene la apoptosis en
diversos tipos celulares. Se intentó clarificar si en las células hipofisarias, IGF-I
tenía efectos anti-apoptóticos mediados por la inducción de Bcl-2 y la
fosforilación e inhibición de Bad. Además, estudios recientes han evidenciado
que la activación de Akt/PKB, a través de la P13"-Kinasa, media la regulación
de la expresión de Bcl-2 por IGF-I. Por eso, se planteó analizar el mecanismo
mediante el cual IGF-I ejercería esta acción.
Los resultados de estos estudios, así como la metodología empleada para




I. CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS HIPOFISARIAS
DE RATA
Material biológico
Para el cultivo de células hipofisarias se utilizaron ratas Sprague-Dawley
macho, de 8 semanas de edad y con un peso aproximado de 250 gramos,
procedentes de un criadero comercial (CRIFFA, Barcelona, España). Los
animales permanecieron en nuestro laboratorio 24 a 48 horas antes de ser
sacrificados por decapitación en ambiente estéril. Se seccionó la calota
craneal, exponiendo la hipófisis tras apartar el encéfalo y, mediante pinzas
estériles, se retiraron las membranas meníngeas que la cubrían y se
diseccionó la neurohipófisis, obteniéndose los dos lóbulos adenohipofisarios,
que fueron depositados en un tubo estéril que contenía solución salina de
Hank's (Biowhittaker, Walkersville, MD, USA).
Técnica del cultivo
Una vez realizada la extracción y separación de las hipófisis se trasladó el
material obtenido a una campana de flujo laminar, lavándose (x3) con una
solución de Hank's para eliminar la presencia de hematíes y de posibles
partículas no estériles que pudiesen depositarse durante el proceso de
extracción, procediéndose finalmente a la dispersión celular. Para ello se
incubaron las hipófisis durante 1 hora en 7 ml de una solución enzimática que
contenía: C12Mg ( 1,5 mg/ml), Papaína ( 1 mg/ml) (Merck, Darmstadt, Alemania),
Proteasa Neutra ( 1mg/ml) (Roche Diagnostics, S.L., Barcelona, España) y
DNAasa I(0,1 mg/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA), en una atmósfera de un
95% de aire y 5% de C02, saturada de humedad y a 37° C. Durante este
período los tejidos se dispersaron cada 30 minutos haciéndolos pasar 5-6
veces por una pipeta Pasteur fina. Concluido este período de dispersión se
centrifugaron los tubos a temperatura ambiente a 750 rpm durante 5 minutos;
tras decantación de los sobrenadantes se resuspendieron las células en 5 ml
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de una solución de DNAasa I(1 mg/ml), realizándose una nueva incubación de
15 minutos en las condiciones descritas anteriormente. Concluida esta
segunda incubación, se centrifugaron de nuevo los tubos y, una vez
decantados los sobrenadantes, se resuspendieron los precipitados de células
en 5 ml de medio de cultivo, haciéndolos pasar 5-7 veces a través de una
aguja de 22 gauges con el fin de disgregar individualmente las células. Las
suspensiones celulares se diluyeron en nuevo medio de cultivo hasta alcanzar
una concentración apropiada dependiendo del estudio a realizar:
• Para los estudios de proliferación, apoptosis y señ^lización celular, la
concentración de células fue de 106 células/1,5 ml, que se sembraron en
placas Petri de 35 mm (Corning Glass Work, Corning, NY, USA).
• Para los estudios inmunocitoquímicos las suspensiones celulares se
diluyeron en medio de cultivo hasta alcanzar una concentración de 1,5x105
células/0,5 ml, realizándose la siembra en placas multipocillo (24 pocillos,
Corning).
Todas las placas utilizadas en los estudios se trataron previamente con
poli-L-Ornitina 0,015 mg/ml (Sigma) durante 16-20 horas. Posteriormente, se
lavaron dos veces con agua destilada autoclavada y se dejaron secar en
condiciones estériles hasta su utilización.
Medio de cultivo
Los cultivos se realizaron en medio definido que consiste en DMEM con 1
g/I de glucosa ( Biowhittaker), 3,7 g/I de sales de Hank"s y 0,11 g/I de piruvato
sódico, suplementado con: L-glutamina 200mM ( Biovvhittaker), BSA 1%
(Sigma), HEPES 0,23% (Sigma), penicilina y estreptomicina 100U/ml
(Biowhittaker), transferrina bovina 10 µg/ml (Sigma), glucagón 10 pg/ml
(Sigma), PTH 0,2 ng/ml ( Sigma), corticosterona 0,1 µg/ml ( Sigma) y T3 0,5 nM
(Sigma). A este medio se añadió 3% de suero fetal de ternera ( FCS) (GIBCO,
InvitrogenTM, Life Technologies, Paisley, Scotland) sólo durante los periodos de
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preincubación, no siendo utilizado nunca durante los procedimientos
experimentos.
Procedimiento experimental
Las células se preincubaron en el medio descrito, suplementado con 3%
FCS, en una atmósfera de 95% de aire y 5% de C02, saturada de humedad y a
37° C. Setenta y dos horas después se retiraron los medios, se lavaron las
placas o los pocillos con PBS estéril (NaCI 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2P04 1,4
mM y Na2HPOa 4,3 mM, pH 7,4) calentado previamente a 37° C y, por último,
se añadió nuevo medio definido libre de sueros y se incubaron las células
durante el tiempo y en el ambiente previstos en cada diseño experimental.
AI final de cada experimento, las células se procesaron de diferentes
formas, dependiendo del objetivo final del experimento y de acuerdo a las
técnicas que a continuación se detallan. Los medios de incubación se
recogieron acidificándolos con HCI 1 N, se hirvieron durante 5 minutos y se
centrifugaron a 3000 rpm en frío durante 60 minutos, almacenándose los
sobrenadantes a-20° C hasta su utilización en los RIAs.
II. CULTIVO DE LA LÍNEA CELULAR GH4C1
Para los estudios de transfección celular transitoria se empleó la línea
celular hipofisaria de rata denominada GH4C1. La línea celular GH4C1 ha sido
muy empleada para estudios de regulación de expresión génica en células
hipofisarias y fue amablemente cedida por la Dra. Ana Aranda ( Instituto de
Investigaciones Biomédicas, CSIC, Madrid).
Medio de cultivo
Las células GH4C1 se crecieron en frascos de 75 cm2, en medio de
DMEM con 4,5 g/I de glucosa ( Biowhittaker) y 3,7 g/I de sales de Hank"s,
suplementado con: L-glutamina 200mM ( Biowhittaker), HEPES 0,35% ( Sigma),
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piruvato sódico 1 mM (GIBCO), gentamicina 60 µg/ml ( ICN, Pharmaceuticals
Inc., CA, USA) y 10% de FCS (GIBCO).
Procedimiento experimental
Las células GH4C1 se incubaron en el medio descrito en una atmósfera
de 95% de aire y 5% de C02, saturada de humedad, a 37° C. EI medio de
cultivo se reemplazó cada dos días, Ilevándose a cabo nuevos pases celulares
cada cuatro o cinco días según la confluencia celular. Las células se
despegaron de los frascos de mantenimiento mediante espátulas de plástico.
La suspensión celular se centrífugo durante 5 minutos a 750 rpm y las células
resultantes se resuspendieron en medio de cultivo completo y se realizó el
contaje celular en cámara de Neubauer. A continuación las suspensiones
celulares se diluyeron en nuevo medio de cultivo hasta alcanzar una
concentración de 8x105 célulasl1,5m1, procediéndose finalmente a la siembra
en placas Petri de 35 mm ( Corning). Después de 24 horas de incubación se
retiraron los medios, se lavaron las placas con PBS estéril y por último se
añadió nuevo medio de cultivo, similar al anterior, libre de sueros para los
estudios de transfección celular transitoria.
AI final de cada experimento, las células se procesaron para la realización
de los ensayos de actividad luciferasa y R-galactosidasa.
III. RADIOINMUNOENSAYO
RADIOINMUNOENSAYO DE PRL
EI contenido de PRL-IR en los medios de incubación se cuantificó por RIA
con reactivos amablemente suministrados por el Dr. Parlow (NHPD, National
Hormone and Peptide Program) del NIDDK (National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases, Maryland, ^USA).
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Marcaje radiactivo (I125) de PRL
En la iodación de la proteína se empleó una preparación de rPRL con
referencia NIDDK-rPRL-I-S, siguiendo el método general descrito por
Greenwood y Hunter (1963). A un pequeño vial se añadieron 50 µl de tampón
fosfato (0,5M pH 7,6), 2,5 µg de rPRL en 25µ1 y 0,5 mCi de Na1125 (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino Unido). Se inició la reacción de
oxidación añadiendo 7,5 µg (10µ1) de cloramina T(Merck) recién preparada.
Tras agitar suavemente se paró la reacción de oxidación a los 20 segundos
añadiendo 25 µg (10µ1) de una solución de metabisulfito sódico (Merck) recién
preparada; posteriormente se añadieron 100 µl de BSAc (Sigma) al 5%. Con el
fin de separar la PRL-I125 del I'^ libre y de la BSAc-I'^, la mezcla se
cromatografió en una columna de Sephadex G-50 fino (Pharmacia, Upsala,
Suecia) de 1x 45 cm equilibrada y eluída con un tampón fosfato 0,025 M(pH
7,6), BSAc 0,25% y azida sódica (Sigma) 0,1%. Se colectaron fracciones de
1,2 ml y las fracciones correspondientes a PRL-I^^ se mezclaron, alicuotaron y
almacenaron a-20° C hasta su utilización. Previamente a su utilización en el
RIA, cada alícuota se repurificó en una columna de Sephadex G-75
(Pharmacia) de 1x45 cm equilibrada y eluída en las mismas condiciones
descritas anteriormente.
Procedimento del RIA
Todas las diluciones de las muestras, así como las correspondientes a las
distintas concentraciones de la curva estándar se realizaron utilizando el
tampón de ensayo, que fue el mismo empleado en la elución de las columnas
de marcaje. Las concentraciones de la curva estándar se obtuvieron a partir de
una solución concentrada de referencia NIDDK-rPRL-RP-3 y las empleadas
fueron: 0,4; 0,8; 1,6; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 ng/ml. En la realización del
ensayo, para un volumen final de 1 ml, se añadieron 50µ1 de cada una de estas
concentraciones o el mismo volumen de cada una de las muestras a valorar,
100 µl de suero anti-rPRL diluido a 1:1.500 y 100 µl de SNC (Calbiochem, La
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Jolla, CA, USA) diluido a 1:120. Tras una incubación de 4 horas a temperatura
ambiente, se añadieron 100 µl (10.000 cpm) de rPRL-1125 recién purificada
realizándose una nueva incubación de 24 horas. A continuación se procedió a
la precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo, que se realizó por el
método del segundo anticuerpo, añadiéndose 100 µl de una anti-
gammaglobulina de conejo obtenida en cabra (Calbiochem) y empleada a una
dilución inicial 1:24. Cuando las muestras contenían inmunoglobulinas
(experimentos realizados en presencia de antisuero), la precipitación se realizó
añadiendo 100 µl de proteína A de Staphylococus aureus diluida a 1:10. Tras
un segundo periodo de incubación de 24 horas en presencia del 2° anticuerpo
o de la proteína A, se centrifugaron los tubos durante 1 hora a 3000 rpm, se
aspiró el sobrenadante y se contó la radiactividad presente en los precipitados,
utilizando un contador de radiactividad gamma (Packard Cobra Auto-gamma).
Todas las muestras pertenecientes al mismo experimento se incluyeron en el
mismo ensayo. La sensibilidad del ensayo fue de 0,4-0,8 ng/ml y los
coeficientes de variación intra e interensayo 6% y 12% respectivamente.
IV. ANÁLISIS DE PROTEINAS POR WESTERN-BLOT
Para realizar estos estudios se utilizaron cultivos primarios de células
hipofisarias, en placas de 35 mm de diámetro. EI análisis del antígeno nuclear
de proliferación celular (PCNA) (PC10) se realizó empleando un anticuerpo
monoclonal específico anti-PCNA suministrado por DAKO (Barcelona, España).
La proteína Bcl-2 (N-19) se detectó utilizando un anticuerpo policlonal
específico suministrado por Santa Cruz Biothecnologies Inc. (Santa Cruz, CA,
USA).
Obtención de extractos celulares totales
Tras los diferentes tratamientos, las células se lavaron con PBS frío, se
recogieron en PBS con la ayuda de una espátula de plástico, se centrifugaron
a 14.000 rpm durante 15 segundos y finalmente se incubaron con un tampón
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de lisis (NaCI 0,1 M, Tris-CIH 0,01 M pH 7,6, EDTA 0,001 M, NP-40 0,1 %,
aprotinina 1 µg/ml y fluoruro fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100µg/ml) durante 15
minutos en hielo. La lisis se completó mediante una breve sonicación de 20
segundos. A continuación, los extractos celulares se centrifugaron a 14.000
rpm, durante 15 minutos a 4° C y el sobrenadante se guardó a-20° C hasta su
utilización.
Cuantificación de las proteínas
Con el fin de aplicar la misma cantidad de muestra en el gel, se procedió
a la cuantificación de proteínas totales en cada muestra por el método de
Bradford. La absorbancia a 595 nm se midió en un espectrofotómetro
GenesysTM 5(SpectronicTM Instruments, Inc., Rochester, NY, USA) y se
empleó albúmina sérica bovina para construir la curva patrón.
Electroforesis y transferencia de las proteínas
La preparación de los geles se realizó siguiendo los protocolos habituales
para geles de proteínas (Laemmli, 1970). EI método de electroforesis se basó
en un sistema discontinuo donde los péptidos se empaquetan en un gel de
alineación ("stacking") antes de entrar en el gel de separación lo que permite
una excelente resolución.
En la preparación del gel de separación se mezcló la cantidad apropiada
de poliacrilamida (30% acrilamida y 0,8% bis-acrilamida), para una
concentración final del 10%, Tris-CIH 0,4M pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato
amónico (PSA) 0,1 % y 10µ1 de TEMED. La solución del gel de alineación
consistió en una mezcla más diluida de poliacrilamida al 3%, Tris-CIH 0,125M
pH 6,8, SDS 0,1%. Los agentes polimerizantes PSA y TEMED se añadieron en
último lugar.
Para la electroforesis se prepararon los extractos de proteínas (30-50 µg
proteínas/muestra) igualando el volumen final con buffer de lisis y
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posteriormente, añadiendo 6x tampón de carga (Tris-CIH 0,5 M pH 6,8, SDS
10%, glicerol 30%, (i-mercaptoetanol 6%, azul de bromofenol 0,012%) para
obtener una concentración final 1x. A continuación, se inactivaron las
proteasas endógenas y se desnaturalizaron las proteínas manteniendo las
muestras a 90° C durante 5 minutos antes de ser aplicadas al gel.
La electroforesis se realizó a 100 voltios en una cubeta SE 250 Mighty
Small II (Amersham Pharmacia Biotech) en presencia de Tris base 25 mM pH
8,3, glicina 192 mM y SDS 1%.
Una vez terminada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una
membrana de PoliscreenR de PVDF (polivinil difluoruro) de HybondTM-P
(Amersham Pharmacia Biotech) mediante una corriente continua de 20 voltios
aplicada durante 16 horas a 4° C. Se utilizó un tampón de transferencia que
contenía: Tris base 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%.
Detección de las proteínas (Inmunoblot)
Una vez transferidas las proteínas, se procedió a la detección de las
mismas mediante el uso de anticuerpos específicos. Para ello primero se
incubó la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente, con una solución
de bloqueo ( leche desnatada 5%, Tris-CIH 10 mM pH 7,5, NaCI 100mM,
Tween-20 0,5%), con el fin de bloquear los sitios de unión inespecífica de la
membrana. Posteriormente la membrana se incubó con el primer anticuerpo
durante 1 hora, a temperatura ambiente o toda la noche a 4° C (dependiendo
del anticuerpo) diluido en Tris-CIH 10mM pH 7,5, NaCI 100mM, Tween-20
0,05% y leche desnatada 0,5%. Tras esta incubación se realizaron tres lavados
de 10 minutos en solución de lavado, (Tris-CIH 10mM pH 7,5, NaCI 100mM y
Tween-20 0,1 %), y posteriormente se procedió a la incubación de la membrana
durante 1 hora a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario
específico conjugado con peroxidasa y diluido en la misma solución que el
anticuerpo primario. A continuación las membranas se lavaron tres veces
durante 10 minutos con PBS (NaCI 13,7 mM, KCI 0,27 mM, KH2POa 0,14 mM y
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Na2HP04 0,43 mM, pH 7,5). La detección de las proteínas se realizó incubando
las membranas durante 5 minutos con el sustrato de la peroxidasa que se
encuentra unida al anticuerpo secundario; de este modo se produce una
reacción de quimioluminiscencia y la luz producida es capaz de impresionar
una película de radiografía (Kodak, X-OMAT R, Rochester, NY, USA). Como
sustrato de la reacción de quimioluminiscencia se utilizó el reactivo
SuperSignal® Substrate WB (Pierce, Rockford, Illinois, USA). Después de
revelar la película, las bandas correspondientes a las proteínas específicas se
digitalizaron con un analizador de imagen (Color Image Scanner, SEIKO,
Japón) y la intensidad de cada banda se cuantificó mediante su análisis
densitométrico en un programa informático (Adobe Photoshop 2.0 y NIH-Image
1.47).
Para comprobar que la cantidad de proteína aplicada en cada pocillo era
la misma se procedió al método de tinción de membranas (Current Protocols in
Molecular Biology; John Wiley and Sons, Inc., NY, USA). Para ello se
incubaron las membranas en solución de fijación ( metanol 50°^, ácido acético
10%) durante 2 horas con agitación a temperatura ambiente. A continuación,
se lavaron con solución de tinción con azul de Coomassie ( Coomassie brilliant
blue R-250 0,125%, metanol 50%, ácido acético 10%) durante 4 horas con
agitación y a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó brevemente con
solución de fijación y al final con solución de destinción (metanol 5%, ácido
acético 7%) durante 2 horas y en agitación.
Los resultados obtenidos se expresaron como unidades densitométricas
arbitrarias, desestimándose aquellos valores para los cuales no había
homogeneidad en la carga.
Detección ínmunológica de las proteínas quinasas
Después de cada tratamiento, se obtuvieron los extractos de proteínas
totales siguiendo el protocolo descrito anteriormente excepto que se empleó el
siguiente buffer de lisis: HEPES 50mM, pirofosfato sódico 10 mM, NaF 100
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mM, EDTA 2 mM, Na3VOa 2 mM, Triton 1%, Glicerol 10%, PMSF 2 mM,
aprotinina 10 µg/ml y leupeptina 10 µg/ml. La presencia de las formas activas
de cada proteína quinasa objeto de estudio se analizó mediante Western Blot
siguiendo el protocolo descrito en el apartado anterior. Una vez terminada la
electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de Nitrocelulosa
HybondTM ECLT^" (Amersham Pharmacia Biotech).
Los anticuerpos primarios específicos utilizados en estos estudios fueron
los siguientes: anticuerpo monoclonal que reconoce las formas fosforiladas de
MAPK (ERK 1/ 2) suministrado por Sigma; anticuerpo policlonal que reconoce
la forma fosforilada de CREB (Ser'^) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY,
USA); anticuerpo policlonal que reconoce la forma fosforilada de Akt (Ser4^)
suministrado por New England Biolabs (Ozyme, Francia) y anticuerpo
policlonal que reconoce la forma fosforilada de Bad (Ser'^) suministrada por
Cell Signaling TechnologyTM, Beverly, MA, USA). Como sustrato de la reacción
de quimioluminiscencia se utilizó el reactivo ECL plus (Amersham Pharmacia
Biotech).
Con objeto de saber que los cambios observados en los niveles de la
proteína fosforilada eran debidos a cambios en la fosforilación y no a diferencia
de carga proteica, las membranas se lavaron con RestoreTM Western Blot
Stripping Buffer ( Pierce, Rockford, Illinois, USA) durante 5 minutos a
temperatura ambiente con objeto de eliminar los anticuerpos, y se incubaron en
presencia de anticuerpos que reconocían específicamente las formas
fosforiladas y no fosforiladas de las proteínas quinasas respectivas. Los
anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anti-MAPK ( ERK 1/ 2) ( Sigma),
anti-CREB ( Santa Cruz Biotechnologies, CA, USA), anti-Akt (New England
Biolabs) y anti-Bad ( Cell Signaling TechnologyTM). Los resultados obtenidos se
expresaron como unidades densitométricas arbitrarias corregidas respecto a la




Anticuerpos primarios empleados en el Western Blot
Anticuerpo Dilución Procedencia
PCNA PC10 1/10.000 DAKO
Bcl-2(N-19 1/10.000 Sta. Cruz Biothecnology.
ERK 1/2-P 1/10.000 SIGMA
ERK 1/2 1/10.000 SIGMA
CREB-P Ser 1/1.000* U state Biothecnolo
CREB 1/500* U state Biothecnolog
Akt-P Ser 1/350* New En land Biolabs
Akt 1/1.000" New England Biolabs
Bad-P Ser 1/500* Cell Signaling Technology
Bad 1/1.000* Cell Signaling Technology
Tabla 1. Anticuerpos empleados para el análisis y cuantificación de proteínas
por Western blot. * Incubación con anticuerpo primario durante toda la noche a 4° C.
V. TÉCNICAS CITOQUÍMICAS
Fijación y preparación de los cultivos celulares
Para realizar estos estudios se utilizaron placas multipocillos (24 pocillos,
Corning). Transcurrido el periodo de incubación, se retiró el medio y se
procedió a lavar varias veces las células con PBS estéril (NaCI 137 mM, KCI
2,7 mM, KH2POa 1,4 mM y Na2HP0a 4,3 mM, pH 7,4) a temperatura ambiente.
Posteriormente, se fijaron con una solución de paraformaldehido al 4% en
tampón fosfato 0,1 M, pH 7,4 durante 15 minutos a 4° C, y se lavaron en pases
sucesivos de 5 minutos, con solución PBS, hasta eliminar todo residuo de
fijador. A continuación las muestras se analizaron por métodos
inmunocitoquímicos.
Inmunocitoquímica
Para la detección de los distintos antígenos se emplearon técnicas d^
fluorescencia doble indirecta, de fluorescencia indirecta y no-fluorescencia y
técnicas citoquímicas con fosfatasa alcalina.
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a) Método de fluorescencia doble indirecta. Este tipo de técnica se
empleó cuando se trataba de identificar dos antígenos diferentes con
anticuerpos generados en distintas especies huéspedes.
Para el análisis de proliferación celular se empleó como marcador la
incorporación de BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina), el cual es un análogo de la
Uridina que se incorpora en las células en división y puede ser detectado
mediante un anticuerpo específico por técnicas inmunoquímicas (Gratzner HG,
1982). En los cultivos donde se quería detectar células lactotropas se utilizó un
anticuerpo anti-rPRL (IC-5), suministrado amablemente por el NIDDK. EI
anticuerpo anti-rPRL ( IC-5) no presenta reactividad cruzada con células ACTH-
positivas de ratón y rata adulta, como lo ha comprobado y nos lo ha
comunicado personalmente el Dr. Carl Denef. Para estudiar la incorporación de
BrdU las muestras se incubaron con CIH 2 N para la desnaturalización del ADN
durante 10 minutos a 4° C. Seguidamente las células se lavaron varias veces
con PBS. Para evitar las reacciones cruzadas de los anticuerpos y las uniones
inespecíficas, las preparaciones se bloquearon con una solución de PBS con
un 5% de suero normal de cabra (DAKO). A continuación se incubaron con un
anticuerpo monoclonal específico que reconoce BrdU (DAKO) durante toda la
noche a 4° C. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se incubaron
con inmunoglobulinas (IgGs) de ratón obtenidas en cabra y conjugadas con
isocianato de fluoresceína (FITC, DAKO) durante una hora a temperatura
ambiente. Después de lavar las preparaciones con PBS, se incubaron con el
segundo anticuerpo primario ( anti-PRL) durante toda la noche a 4° C para
detectar las células lactotropas que proliferaban. Este segundo anticuerpo
primario fue visualizado empleando de nuevo la inmunofluorescencia indirecta
con un anticuerpo secundario de conejo obtenido en cabra conjugado con
tetrametilrodamina (Chemicon International, Tamecula, CA, USA) durante una
hora a temperatura ambiente. Las preparaciones fueron lavadas nuevamente
con PBS y montadas en portaobjetos en Mowiol (Aldrich, Sigma). EI control de




b) Método de fluorescencia indirecta y no-fluorescencia. Este tipo de
técnica se empleó para la detección de formas fosforiladas de CREB (Ser'^)
(Upstate Biotechnology) y para la identificación del tipo celular en el cual se
activaba este factor transcripcional.
Para la visualización del primer antígeno empleamos una técnica no-
fluorescente incubando los cultivos con un anticuerpo policlonal que reconoce
las formas fosforiladas de CREB (Ser'^) durante toda la noche a 4° C.
Posteriormente, las células se lavaron con TBS pH 7,4 y se incubaron con
inmunoglobulinas de conejo obtenidas en cabra y conjugadas con Biotina
(ZYMED Laboratories, Inc. San Francisco, CA, USA) en TBS pH 7,6 durante
una hora a temperatura ambiente. Después de lavar las preparaciones con
TBS, este anticuerpo secundario fue visualizado empleando DAB 0,05°^ (3,3'-
diaminobenzidina, Sigma), Nitrato de niquel 0,08% (Sigma) y H2O2 0,005%.
Después de lavar las preparaciones se realizó la fluorescencia indirecta como
se describe en el apartado anterior, para detectar el tipo celular en donde se
fosforilaba CREB (Ser'^). Las preparaciones fueron montadas en portaobjetos
en Mowiol (Sigma). EI control de la posible reacción de cruce entre ambos
marcajes fue realizado omitiendo el antisuero primario.
Las preparaciones obtenidas por esta técnica fueron destinadas para la
identificación y cuantificación de las células inmunoreactivas para las formas
fosforiladas de CREB (Ser'^), para PRL y las células inmunoreactivas para
CREB-P y PRL conjuntamente. Estos datos permitieron determinar el índice de
marcaje CREB-P/PRL:
* CREB-P + PRL / PRL: indica el porcentaje de las células hipofisarias
inmunoreactivas para ambos CREB-P y PRL del total de las células lactotropas
contadas. EI número de pocillos por cada grupo experimental fue de 3 ó 4.
Cada experimento fue repetido al menos en 3 ocasiones.
c) Inmunocitoquímica con Fosfatasa alcalina. Este tipo de técnica se
empleó para la detección de formas fosforiladas de ERK 1/ 2(Sigma) de la vía
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de señalización MAPK. Después de la incubación con el primer anticuerpo en
TBS pH 7,4 durante toda la noche a 4° C, las preparaciones se trataron con
inmunoglobulinas de ratón obtenidas en cabra y conjugadas con fosfatasa
alcalina (Chemicon) en TBS pH 7,6 durante una hora a temperatura ambiente.
Este anticuerpo fue visualizado empleando Fast Red TR (Sigma). Las
preparaciones fueron montadas en portaobjetos en Mowiol (Sigma).
Las preparaciones obtenidas se emplearon para la detección de Ios tipos
celulares inmunoreactivos para las formas fosforiladas de ERK 1/ 2 de la vía
MAPK.
Análisis de proliferación celular: identificación de
tipos celulares, cuantificación y determinación de los
índices de marcaje
Las preparaciones obtenidas por inmunocitoquímica fueron destinadas a
la identificación de los tipos celulares y su cuantificación, lo cual permitió
determinar los índices de marcaje.
Las preparaciones fueron fotografiadas empleando un microscopio de
fluorescencia Nikon, Eclipse E400 (Tokio, Japón) equipado con filtros para
detectar fluoresceína y rodamina. Para el fotografiado se empleó película Elite
Chrome 400 (Kodak® Select). Empleando el microscopio se procedió a valorar
el número de células hipofisarias inmunoreactivas utilizando el objetivo de 40X.
Para la cuantificación de proliferación celular se examinaron un mínimo
de 30 campos / pocillo, calculando el número de células inmunoreactivas para
BrdU, para PRL, y el número de células inmunoreactivas para BrdU y PRL
conjuntamente. Estos datos permitieron determinar el índice de marcaje BrdU:
* BrdU + PRL / PRL: indica el porcentaje de las células hipofisarias




En todos los casos, el número de pocillos por cada grupo experimental
fue de 3 ó 4. Cada experimento fue repetido al menos en 3 ocasiones.
Anticuerpos primarios em pleados en estudios
inmunocitoquímicos
Anticuerpo Dilución Procedencia
BrdU 1 /150 DAKO
PRL 1/4.000 NIDDK
CREB-P (Ser ) 1/100 Upstate Biothecnology
ERK 1/2 1/200 SIGMA
Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados para los estudios
inmunocitoquímicos. ^
VI. ESTUDIOS CON GENES INFORMADORES
(REPORTER GENE ASSAYS)
Vectores informadores utilizados
Como vector informador " experimental" se utilizó el vector de expresión
pGL3-promotor ( Promega Corporation, Madison, WI, USA) modificado ( Lorenzo
y cols, 1997). Este vector contiene el gen informador luciferasa bajo el control
del promotor TK HSV mínimo. Los diferentes vectores informadores cis
utilizados se obtuvieron clonando, en este vector básico (pGL3-Control),
oligonucleótidos de doble cadena que contenían las secuencias consenso del
elemento que responde al suero (SRE, CAGGATGTCCATATTAGGACATC,
pGL3-SRE) y al AMPc (CRE, AGCCTGACGTCAGAGA, pGL3-CRE)
(amablemente facilitados por la Dra. Lorenzo).
Como control de la eficiencia de transfección se utilizó el vector de
expresión pRSV-R-galactosidasa, que como su nombre indica contiene el gen




extracción del ADN plasm ídico
Y
Antes de comenzar con los estudios de transfección transitoria se
amplificaron los vectores informadores descritos en el apartado anterior.
EI primer paso para amplificar un vector consiste en transformar cepas
bacterianas competentes con el ADN (vector) de interés. Para ello se
incubaron bacterias competentes ( UltracompTM Kit: INVaF", Invitrogen®, Life
Technologies) en presencia de 1 µg de vector durante 30 minutos en hielo, tras
lo cual se realizó un choque de calor, pasando los tubos a un baño que estaba
a 37° C durante 4 minutos e inmediatamente después, se pusieron
nuevamente en hielo durante 5 minutos. A continuación se añadió a cada tubo
1 ml de medio LB (bactotriptona 2%, extracto de levadura 0,5%, KH2POa 15
mM, K2HPOa 80 mM, glicerol 0,5%) y se dejó durante 1 hora a 37° C en
agitación, para que las bacterias se recuperaran y replicaran.
Posteriormente, se procedió a la selección de las bacterias que habían
introducido el vector, mediante la siembra en placas de Petri previamente
preparadas con medio LB suplementado con 1,5% de bactoagar y el antibiótico
adecuado (ampicilina 100 µg/ml), al cual sólo son resistentes las bacterias
transformadas. Se dejaron crecer durante toda la noche a 37° C. AI día
siguiente se cogió una colonia y se procedió a su crecimiento. Primero se hizo
un preinóculo en 10 ml de medio LB suplementado con ampicilina, durante 5-6
horas a 37° C en agitación hasta obtener una densidad óptica de 0,4-0,5 a una
longitud de onda de 550nm. Se tomó 1 ml de cada tubo y se Ilevó a un matraz
que contenía 500 ml de medio LB suplementado con ampicilina (100 µg/ml) y
se dejaron crecer en las mismas condiciones descritas anteriormente durante
toda la noche.
AI día siguiente, el contenido del matraz se vertió en botes de centrífuga
que se centrifugaron a 8.000 rpm durante 10 minutos a 4° C, obteniéndose un
precipitado de bacterias. La extracción de los vectores de las bacterias se
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realizó según el método del QUTAGEN siguiendo el protocolo indicado en el Kit
"QUTAGEN Plasmid Midi Kit Plasmid Purification" (QUTAGEN, Valencia, CA,
USA).
Transfección transitoria mediada por lípidos
La introducción de los diferentes vectores al interior de las células GH4C1
(transfección) se realizó siguiendo el protocolo indicado en el Kit de
LIPOFECTAMINETM Reagent (InvitrogenTM, Life Technologies) adaptado a las
condiciones de cultivo de la línea celular utilizada. La mezcla de lípidos
suministrada está formada por un lípido neutro: dioleoil-fosfatidiletanolamina
(DOPE) y un lípido catiónico (DOSPA) los cuales favorecen la entrada de ADN
a través de la membrana plasmática.
Después de la dispersión celular, como se explicó en el apartado II, las
células GH4C1 se resuspendieron en el medio de cultivo y se sembraron a una
densidad de 8x105 células/placa. Transcurridas 24 horas de preincubación, la
transfección se Ilevó a cabo siguiendo el protocolo que se describe a
continuación.
En primer lugar se preparó la mezcla de transfección en tubos estériles de
poliestireno diluyendo los vectores (2 µg pRSV-R-galactosidasa + 2 µg pGL3-
Control o pGL3-SRE/CRE) en 250 µl de medio de cultivo libre de suero y
antibióticos. A continuación, se añadieron 18 µl de LipofectaminaTM diluidos en
250 µl de medio de cultivo libre de suero y antibióticos, y se mezcló
suavemente con la solución de ADN. Posteriormente, se dejó incubar la mezcla
durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Tras la incubación, el medio de cultivo de las células se reemplazó por la
mezcla de transfección añadida gota a gota. Después de 5-6 horas de
incubación a 37° C, se añadió a cada placa 500 µl de medio de cultivo
suplementado con un 20% de FCS pero sin antibióticos, incubándose durante
toda la noche. AI día siguiente, las células se expusieron a los distintos
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tratamientos durante 24 horas, tras lo cual las células se procesaron y se
realizaron los ensayos de actividad luciferasa y de R-galactosidasa.
Detección de la actividad ^i-galactosidasa in situ
Antes de realizar los ensayos de la actividad luciferasa y[i-galactosidasa
es conveniente saber si las células se han transfectado de forma correcta. Por
lo tanto, en todos los experimentos que se realizaron, se pusieron dos placas
controles que se utilizaron para determinar la eficiencia de la transfección
mediante una técnica citoquímica que permite determinar la actividad de la
enzima a-galactosidasa in situ. Las células transfectadas con el vector control
pRSV-R-galactosidasa y que expresan la enzima [3-galactosidasa se pueden
visualizar mediante microscopía óptica ya que las células se tiñen de azul tras
ser incubadas en presencia del sustrato cromógeno 5-bromo-4-cloro-3-indol-R-
D-Galactosido (X-Gal).
AI final de cada experimento, las células se lavaron dos veces ĉon PBS
(NaCI 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2P04 1,4 mM y Na2HP04 4,3 mM, pH 7,3) y se
fijaron en presencia de una solución de glutaraldehido (0,25% (v/v) de
glutaraldehido en PBS) durante 15 minutos. A continuación, esta solución se
eliminó y las células se lavaron de nuevo con PBS, tras lo cual se incubaron
con una solución de X-Gal [0,2% de X-Gal (obtenida a partir de una solución
stock al 2% de X-Gal en N-N-dimetilformamida), MgCl2 1 mM, NaCI 150 mM,
K4Fe(CN)6 ^ 3 H20 3,3 mM, K3Fe(CN)s, 3,3 mM, Na2HP04 60 mM, NaH2P04
40mMj a 37° C durante un periodo de tiempo mínimo de 2 horas. Finalmente,
la solución X-Gal se eliminó, se sustituyó por PBS y las células se observaron
bajo el microscopio óptico.
Los ensayos de actividad luciferasa se realizaron sólo cuando la eficiencia
de transfección fue superior al 5%.
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Ensayo de la actividad luciferasa
EI ensayo de la actividad luciferasa se realizó siguiendo el protocolo
descrito en el manual de "Luciferasa assay system" (Promega).
AI final de cada experimento, las células se lavaron con PBS y se
recogieron en tubos eppendorf en presencia de un tampón de lisis ( Reporter
lysis buffer, Promega) durante 10 minutos a temperatura ambiente. EI lisado
celular se centrifugó a 14.000 rpm, durante 10 minutos a 4° C. Los
sobrenadantes se recogieron en tubos nuevos para la determinación de
proteínas por el método de Bradford y la cuantificación de la actividad
luciferasa y (i-galactosidasa.
EI ensayo de actividad luciferasa se realizó tomando de cada muestra un
volumen de 20 µl. A continuación se añadió a cada muestra 100 µl de reactivo
de ensayo luciferasa (tricina 20 mM, (MgC03)aMg(OH)2 ^ 5H2O 1,07 mM,
MgSOa2,67 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 33,3 mM, coenzima A 270 µM, luciferina
470 µM, ATP 530 µM, pH 7,8), y se introdujeron las muestras en el interior de
un luminómetro (TD-20/20 Luminometer TURNER DESINGS, Sunnyvale, CA,
USA) el cual midió el pulso de luz producido en cada muestra durante 30
segundos a 25° C.
Ensayo de la actividad ^i-galactosidasa
Con objeto de normalizar la eficiencia de la transfección entre los
diferentes experimentos y tratamientos se valoró, en cada una de las muestras,
la actividad R-galactosidasa siguiendo el protocolo descrito en el manual
técnico de Invitrogen®.
Un volumen de muestra de 20 µl se mezcló con Na2HPOa 0,1 M pH 7,3,
MgCl2 0,1 M, R-Mercaptoetanol 4,5 M, ONPG 4mg/ml (2-nitrofenol-R-D-
Galactopiranósido) y se incubó a 37° C hasta manifestarse la actividad
enzimática por una reacción colorimétrica. EI cambio de color en la muestra es
78
Material v Métodos
el resultado de la actividad de la enzima R-galactosidasa que hidroliza el
sustrato ONPG a o-nitrofenol que es de color amarillo. La reacción se paró
añadiendo a cada muestra 150 µl de NaHC03 1 M. La eficiencia de
transfección se cuantificó midiendo la absorbancia de cada muestra a una
longitud de onda de 410nm.
Los resultados obtenidos a partir de estos experimentos se expresaron
como el porcentaje de la actividad luciferasa / actividad R-galactosidasa con
respecto al grupo control, el cual se estableció como el 100%.
VII. PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS
Producción del antisuero anti-IGF-I
EI antisuero empleado para el estudio del bloqueo de la acción de IGF-I,
se obtuvo en nuestro laboratorio por inmunización de conejos neocelandeses
con IGF-I recombinante humano (Bachem, San Diego, CA, USA) ligado a
albúmina de suero bovino (BSA, Sigma) con carbodiimida (Abraham y Gover,
1991). Se hicieron reaccionar 1,7mg de IGF-I con 2mg de BSA en 4 ml de
tampón fosfato (POa) 0,05 M pH 7,6 en presencia de 1ómg de carbodiimida. La
reacción se Ilevó a cabo a temperatura ambiente durante 24 horas.
La suspensión de IGF-I-BSA se aplicó a los conejos mediante múltiples
inyecciones subcutáneas repartida en dos dosis. En la primera dosis, el IGF-I
ligado (0,5mg por conejo) se mezcló con adyuvante completo de Freund (Difco,
Detroit, Michigan, USA) en proporción 1/1 (v/v) y con 4 mg por conejo de
Mycobacterium tuberculosis (Difco). Además, cada conejo recibió 0,5 ml de
una suspensión de antígeno de Bordetella pertussis (Difco) vía subcutánea. En
la segunda dosis, cada conejo recibió 0,4 mg de IGF-I ligado a BSA, mezclado
en proporción 1/1 (v/v) con adyuvante incompleto de Freund (Difco). Los
conejos se sangraron periódicamente (10-30 ml de sangre cada 4 semanas) a
partir de los 30 días después de la segunda inyección.
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Las IgGs purificadas de ambos sueros (SNC y As-IGF-I) se obtuvieron
utilizando columnas de DEAE-celulosa (Whatman Biosystems, Maidstone,
Reino Unido), equilibradas y eluídas con tampón fosfato 0,01 M, pH 7. Se
midieron las absorbancias de las fracciones eluídas a 280 y 310 nm. Se
recogieron las fracciones de mayor absorbancia, se mezclaron, se repartieron
en alícuotas y se calculó su concentración mediante la ecuación de conversión:
-A2^-A310 x factor de dilución x 0,7= [mg/ml]
Producción del antisuero anti-VIP
VIP porcino altamente purificado (Bachem) fue conjugado a BSA
utilizando carbodiimida como agente acoplante (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).
Este complejo que contenía 12,2 mg de VIP, fue emulsionado con adyuvante
completo de Freund (Difco) en proporción 1/1 (v/v) y con 4 mg de
Micobacterium tuberculosis (Difco) por conejo. Esta emulsión fue aplicada a
conejos machos neocelandeses mediante múltiples inyecciones subcutáneas.
En la primera inmunización, cada conejo recibió una dosis subcutánea de
Bordetella pertussis (Difco). En las inyecciones de recuerdo, la suspensión de
VIP se emulsionó exclusivamente con adyuvante incompleto de Freund (Difco).
Los conejos fueron sangrados periódicamente cada 4 semanas, a partir
de los 15 días después de la inmunización. En cada suero obtenido de los
distintos sangrados se analizó su capacidad y especificidad.
Los antisueros anti-VIP y anti-IGF-I han sido previamente caracterizados y
utilizados en varios estudios (Aguado, 1992; Lorenzo, 1989) donde se ha




Estudios en las células hipofisarias de rata (cultivo
primario)
Las células hipofisarias de ratas macho, se mantuvieron en cultivo en las
condiciones estándar en medio DMEM con suero durante 72 horas. A
continuación, se procedió a su utilización en los diferentes diseños
experimentales.
• Estudio dosis-respuesta y tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la
proliferación de las células hipofisarias.
- Determinación de la incorporación de BrdU
La incorporación de BrdU a las células en cultivo se estudió mediante
técnicas inmunocitoquímicas (apartado V). Para estos estudios se emplearon
placas multipocillo (24 pocillos), y en cada pocillo se sembraron 1,5x105
células/ 0,5 ml de medio. Tras el periodo de preincubación de 72 horas, el
crecimiento celular fue sincronizado manteniendo las células en medio DMEM
sin suero durante 24 horas. Posteriormente, se retiraron los medios y se
reemplazaron por nuevo medio definido sin suero y las células se incubaron en
presencia de rhIGF-I (PreproTech EC, Londres, Reino Unido) [10"9 M], [10$ M]
y [10"^ M] durante 24, 48 y 72 horas. Para cada tiempo de experimentación
existía un grupo de pocillos control. A todos los grupos se les añadió BrdU a
una concentración final de [10 µM] 24 horas antes de finalizar el experimento.
Posteriormente, se procedió a la fijación del cultivo celular y las muestras
se analizaron por métodos inmunocitoquímicos como se explicó en el apartado




- Cuantificación del antígeno nuclear de pro/iferación celular
(PCNA)
Se emplearon placas de cultivo de 35 mm de diámetro donde se
sembraron 106 células/ 1,5 ml. Las células se preincubaron y sincronizaron
como se ha descrito anteriormente. A continuación, las placas se dividieron en
dos grupos: controles y tratados con IGF-I [10"9 M], [10$ M] y[10"' M] durante
48 horas.
A continuación, se Ilevó a cabo la preparación de muestras y el análisis
de PCNA por Western blot como se describió en el apartado IV. La primera
incubación se realizó con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-PCNA
(PC10) de DAKO.
• Efecto del bloqueo de IGF-I con un antisuero específico (As-IGF-I), sobre
la proliferación celular.
- Determinación de la incorporación de BrdU
Siguiendo el protocolo anteriormente descrito, las células se incubaron en
presencia o no de IGF-I [10"' M], de antisuero de IGF-I (As-IGF-I) [10 µg de
IgGs/ ml], o de ambos durante 48 horas. A todos los grupos se les añadió BrdU
[10 µM] 24 horas antes de finalizar el experimento.
Posteriormente, se procedió a la fijación del cultivo celular y las muestras
se analizaron por métodos inmunocitoquímicos como se explicó en el apartado
V.
- Cuantificación de PCNA
Las células se preincubaron y sincronizaron como se ha descrito
anteriormente. A continuación, se incubaron en presencia o no de IGF-I [10"'
M], de antisuero de IGF-I (As-IGF-I) [10 µg de IgGs/ ml], o de ambos durante
48 horas. Como control se utilizó un grupo tratado con la misma cantidad de
IgGs procedentes de SNC preinmune.
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La preparación de las muestras y el análisis de PCNA por Western blot se
Ilevó a cabo como se explicó en el apartado IV. La primera incubación se
realizó con una anticuerpo monoclonal de ratón anti-PCNA (PC10) de Dako.
• Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la proliferación de
las células lactotropas.
Para estos estudios se emplearon placas multipocillo (24 pocillos), y en
cada pocillo se sembraron 1,5x105 células/ 0,5 ml de medio. Las células se
preincubaron y sincronizaron como se ha descrito anteriormente. A
continuación, se incubaron en presencia de IGF-I [10-' M] durante 24, 48 y 72
horas. Para cada tiempo de experimentación existía un grupo de pocillos
control. A todos los grupos se les añadió BrdU [10 µM] 24 horas antes de
finalizar el experimento.
Posteriormente, se procedió a la fijación celular y las muestras se
analizaron por métodos inmunocitoquímicos como se explicó en el apartado V.
Los medios se procesaron para la cuantificación de PRL-IR por RIA (apartado
III).
• Estudio de la accibn proliferativa de IGF-I y VIP en las células
lactotropas.
Siguiendo el protocolo anteriormente descrito, los pocillos se dividieron en
grupos: controles, tratados con IGF-I [10-' M], tratados con VIP porcino
(Bachem) [10-' M], o con IGF-I y VIP conjuntamente durante 48 horas. A todos
los grupos se les añadió BrdU [10 µM] 24 horas antes de finalizar el
experimento.
Finalizado el experimento, se procedió a la fijación del cultivo celular y
mediante técnicas inmunocitoquímicas (apartado V) se analizaron y
cuantificaron las células lactotropas que habían proliferado como consecuencia
de la acción de IGF-I y de VIP.
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• Efecto del bloqueo de VIP con un antisuero específico (As-VIP) sobre la
proliferación de las células lactotropas, inducida por IGF-I.
Las células hipofisarias se preincubaron y sincronizaron como se ha
descrito anteriormente. A continuación, unos grupos se preincubaron en
presencia de antisuero de VIP (As-VIP) [10 µg de IgGs/ mlJ durante una hora.
Posteriormente, los pocillos se dividieron en grupos: controles, tratados con
IGF-I [10-' M], con As-VIP y con IGF-I y As-VIP conjuntamente durante 48
horas. A todos los grupos se les añadió BrdU [10 µM] 24 horas antes de
finalizar el experimento.
Concluido el experimento las células se fijaron para el estudio
inmunocitoquímico (apartado V) y los medios se procesaron para la
cuantificación de PRL-IR mediante técnicas de RIA (apartado III).
• Estudios de las vías de señalización implicadas en la proliferación de
las células lactotropas, inducida por IGF-I y VIP.
- Efecto del bloqueo de la vía MAPK con un inhibidor selectivo
(PD098059)
Para el estudio de esta vía se empleó el inhibidor PD098059 (Alexis
Corp., San Diego, CA, USA) que bloquea selectivamente la actividad de
MAPKK (MEK). Tras el periodo de preincubación, las células se mantuvieron
en medio sin suero durante 24 horas. Posteriormente, se retiraron los medios y
se reemplazaron por nuevo medio definido sin suero, y las células se
preincubaron durante 45 minutos en presencia de este inhibidor a dosis final de
[1 µM] y[10 µM]. A continuación, se incubaron en presencia de IGF-I [10^' MJ o
VIP [10-' M] durante 48 horas. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor.
A todos los grupos se les añadió BrdU a una concentración final de [10 µM] 24
horas antes de finalizar el experimento. Finalmente, las células se procesaron




- Efecto del bloqueo de la proteína quinasa A(PKA) con un
antagonista competitivo del AMPc (Rp-cAMPS)
Para bloquear la actividad PKA se utilizó un antagonista competitivo del
AMPc, el Rp-isómero; sal de trietil-amonio (adenosina-3"- 5"-
monofosforotioato), suministrado por Alexis Corp. Siguiendo el diseño
experimental descrito anteriormente, las células se preincubaron en medio
definido sin suero durante 45 minutos en presencia de Rp-cAMPS a dosis final
de [1 µM] y[10 µM]. Posteriormente, se incubaron en presencia de IGF-I [10"'
M] o VIP [10-' M] durante 48 horas. Otros grupos recibieron únicamente el
inhibidor. A todos los grupos se les añadió BrdU [10 µM] 24 horas antes de
finalizar el experimento. Finalmente, las células se procesaron para la
cuantificación de la proliferación celular mediante inmunocitoquímica (apartado
V).
- Efecto del bloqueo de la vía Pl3'-Kinasa con un inhibidor
específico (LY294002)
Siguiendo el diseño del experimento anterior, para el estudio de esta vía
se empleó el inhibidor LY294002 (Alexis Corp.) que bloquea específicamente la
P13"-Kinasa. Las células se preincubaron en medio definido sin suero durante
45 minutos en presencia de este inhibidor a dosis final de [10 µM] y[20 µM].
Posteriormente, se incubaron en presencia o no de IGF-I [10-' M] durante 48
horas. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor. A todos los grupos se
les añadió BrdU [10 µM] 24 horas antes de finalizar el experimento. A
continuación, las células se procesaron para la cuantificación de la
proliferación celular mediante inmunocitoquímica (apartado V).
• Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I y VIP sobre la activación
de la MAPK (ERK 1/ 2).
Se emplearon placas de cultivo de 35 mm de diámetro donde se
sembraron 106 células/ 1,5 ml. Las células se preincubaron y sincronizaron
como se ha descrito anteriormente. A continuación, se incubaron en presencia
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o no de IGF-I [10"' M] o VIP [10"' M] durante los siguientes tiempos: 2, 6, 10,
30 y 60 minutos. La preparación de las muestras y el análisis de las proteínas
quinasas por Western blot se Ilevó a cabo como se describió en el apartado IV.
La primera incubación se realizó con un anticuerpo monoclonal que reconoce
las formas fosforiladas de MAPK ( ERK 1 / 2) (Sigma). Como control de carga se
empleó un anticuerpo anti-MAPK ( ERK 1/ 2) que reconoce específicamente las
formas fosforiladas y no fosforiladas de esta proteína quinasa ( Sigma).
Para tener una comprobación morfológica de la activación de la vía
MAPK, como consecuencia de la acción de IGF-I y VIP, se Ilevaron a cabo, en
paralelo estudios citoquímicos de dichos cultivos. Para ello se emplearon
placas multipocillo (24 pocillos) donde se sembraron 1,5x105 células/ 0,5 ml.
Las células se incubaron en presencia de IGF-I [10"' M] o VIP [10"' M] durante
2 minutos. Posteriormente, se procedió a la fijación del cultivo celular y las
muestras se analizaron por métodos inmunocitoquímicos como se describió en
el apartado V.
• Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-1 y VIP sobre la activación
de la vía PI3"-Kinasa.
Siguiendo el diseño del experimento anterior, las células se incubaron en
presencia o no de IGF-I [10"' M] durante los siguientes tiempos: 2, 6, 10, 30,
60, 120 y 180 minutos, y con VIP [10"' M] durante 10, 30, 60 y 120 minutos. A
continuación se cuantificó la activación de la P13"-kinasa por Western blot
mediante el empleo del anticuerpo específico que reconoce las formas
fosforiladas de Akt (Ser4^) suministrado por New England Biolabs. Como
control de carga se empleó un anticuerpo anti-Akt que reconoce las formas
fosforiladas y no fosforiladas de esta proteína quinasa (New England Biolabs).
• Efecto del bloqueo de las vías MAPK, PI3'-Kinasa y PKA sobre la
activación de la vía MAPK inducida por IGF-I y VIP.
Las células se preincubaron y mantuvieron 24 horas sin suero como se ha
descrito anteriormente. A continuación, se incubaron durante 45 minutos en
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presencia de los distintos inhibidores: PD098059 [10 µM], LY294002 [20 µM] y
Rp-cAMPS [10 µM]. Posteriormente, se añadió IGF-I [10-' M] o VIP [10"' M]
durante 2 minutos. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor.
Finalmente, las muestras se procesaron para el análisis de proteínas quinasas
por Western blot según el protocolo anteriormente descrito.
• Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I y VIP sobre la activación
de CREB.
Las células hipofisarias se preincubaron y sincronizaron como se ha
descrito anteriormente. A continuación se incubaron en presencia de IGF-I [10"'
M] o VIP [10"' M] durante los siguientes tiempos: 5, 10, 30, 60 y 180 minutos;
en el caso de VIP el tratamiento se prolongó hasta las 24 horas. La
preparación de las muestras y el análisis de proteínas quinasas por Western
blot se Ilevó a cabo como se describió en el apartado IV. La primera incubación
se realizó con un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas fosforiladas
de CREB (Ser'^) (Upstate Biotechnology). Como control de carga se empleó
un anticuerpo anti-CREB que reconoce específicamente las formas fosforiladas
y no fosforiladas de esta proteína quinasa (Santa Cruz Biotechnologies).
Para el estudio del tipo celular en el cual se fosforila CREB (Ser'^) como
consecuencia de la acción de IGF-I y VIP, se Ilevaron a cabo, en paralelo
estudios citoquímicos de dichos cultivos. Para ello las células hipofisarias, en
placas multipocillo, se incubaron en presencia de IGF-I [10"' M] o VIP [10"' M]
durante 10 minutos. Para los estudios inmunocitoquímicos las muestras se
analizaron siguiendo el protocolo descrito en el apartado V.
• Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre la activación del
factor transcripcional CREB inducido por IGF-I y VIP.
Las células se preincubaron y mantuvieron 24 horas sin suero como se ha
descrito anteriormente. A continuación, se incubaron durante 45 minutos en
presencia de los distintos inhibidores: PD098059 [10 µM], y Rp-cAMPS [10 µM].
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Posteriormente, se añadió IGF-I [10"^ M] o VIP [10"^ M] durante 10 minutos.
Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor. Finalmente, las muestras se
procesaron para el análisis de las formas fosforiladas de CREB (Ser'^) por
Western blot según el protocolo anteriormente descrito.
• Estudio de la acción antiapoptótica de IGF-I en las células hipofisarias.
Las células hipofisarias se preincubaron como se ha descrito
anteriormente en placas de cultivo de 35 mm de diámetro en medio definido
con 3% FCS. A continuación, se incubaron en medio definido sin suero en
presencia o no de IGF-I [10"' M] durante 48 horas. Los extractos celulares se
analizaron por Western blot empleando un anticuerpo policlonal específico de
la proteína anti-apoptótica Bcl-2 (N-19) suministrado por Santa Cruz
Biotechnologies Inc.
• Efecto del bloqueo de la vía PI3"-Kinasa sobre la acción antiapoptótica
de IGF-I en las células hipofisarias.
Siguiendo el diseño experimental anterior, las células se preincubaron en
medio definido sin suero durante 45 minutos en presencia de LY294002 a una
dosis final de [20 µM]. Posteriormente, se añadió IGF-I [10"^ M] durante 48
horas. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor. Finalmente las células
se procesaron para el análisis de Bcl-2 por Western blot como se ha descrito
anteriormente.
• Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la activación de Bad
en las células hipofisarias.
Tras la preincubación, las células se incubaron en medio definido sin
suero y se trataron con de IGF-I [10"' M] durante los siguientes tiempos: 5, 10,
30 y 60 minutos. A continuación se cuantificó la activación de Bad por Western
blot mediante el empleo del anticuerpo específico que reconoce las formas
fosforiladas de Bad (Ser'^) suministrado por Cell Signaling TechnologyTM
Como control de carga se empleó un anticuerpo anti-Bad que reconoce
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específicamente las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta proteína
quinasa.
Estudios en la línea celular GH4C1
La línea celular hipofisaria GH4C1 se mantuvo en cultivo en medio DMEM
con suero durante 24 horas para estudios de transfección celular (apartado VI).
Se lavaron los cultivos con solución PBS y seguidamente se procedió a su
utilización en los diferentes protocolos experimentales.
• Efecto de IGF-I y VIP sobre la expresibn basal del gen de luciferasa
pGL3-Control.
Se emplearon placas de cultivo de 35 mm de diámetro donde se
sembraron 8x105 células/ 1,5 ml en medio con 10% FCS. Tras el periodo de
preincubación de 24 horas, las células se transfectaron, en medio sin suero,
con el vector pGL3-Control y se incubaron con IGF-I [10"' M] o VIP [10"' M]
durante 24 horas. Posteriormente, las células se procesaron para la realización
de los ensayos de actividad luciferasa y de [i-galactosidasa como se describió
en el apartado VI.
• Efecto de IGF-I y VIP sobre la expresión de genes regulados por los
elementos de respuesta SRE y CRE.
Siguiendo el protocolo anteriormente descrito, las células se
transfectaron, en medio sin suero, con el vector pGL3-SRE o pGL3-CRE y se
incubaron con IGF-I [10"' M] o VIP [10"' M] durante 24 horas. Las células se
procesaron para la realización de los ensayos de actividad luciferasa y de R-
galactosidasa como se ha descrito anteriormente.
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• Efecto del bloqueo de la vía MAPK y PKA sobre la expresión del gen de
luciferasa controlado por el elemento de respuesta CRE e inducido por
IGF-I y VIP.
Siguiendo el diseño experimental anterior, las células se transfectaron, en
medio sin suero, con el vector pGL3-CRE. Posteriormente, las células fueron
preincubadas con PD098059 a una dosis final de [50 µM], y Rp-cAMPS a una
dosis de [10 µM] durante 45 minutos. A continuación, se incubaron en
presencia o no de IGF-I [10-' M] o VIP [10-' M] durante un periodo de 24 horas.
Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor. Finalmente, las células se
procesaron para la realización de los ensayos de actividad luciferasa y de R-
galactosidasa como se ha descrito anteriormente.
IX. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
En todos los casos, el número de placas de cultivo por cada grupo fue de
4 ó 5. Cada experimento fue repetido al menos en dos ocasiones, aunque en la
mayoría de los casos los resultados se confirmaron en tres o más. Los
resultados se expresan como media ± error estándar, ( m± E.S.).
EI análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA para muestras
dependientes o independientes, en su caso. La comparación entre los grupos
se realizó mediante el test t de Fischer para datos no pareados y mediante el
test de Ŝtudent para datos pareados. Las diferencias entre los grupos se





1. ACCIÓN DE IGF-I SOBRE L/^ PROLIFERACIÓN DE
LAS CÉLULAS HIPOFISARIAS
La proliferación de las células hipofisarias está regulada por la interacción
de señales procedentes de factores hipotalámicos, periféricos y locales. Existe
un gran número de factores que son producidos y secretados en la hipófisis,
donde regulan localmente a las células secretoras hipofisarias (Schwartz,
2000).
EI IGF-I es un factor mitogénico (Conover, 1985) e inductor de
diferenciación que se sintetiza en la hipófisis (Bach, 1992). En células
tumorales hipofisarias, IGF-I promueve la proliferación de adenomas
hipofisarios humanos (Renner, 1993; 1996) y de una línea celular productora
de PRL, células GH3 (Hayashi, 1984).
Los estudios que se describen a continuación se realizaron con el fin de
clarificar el papel de IGF-I como factor mitogénico hipofisario.
1.1. Acción proliferativa dosis-tiempo-respuesta de
IGF-I: determinación de la incorporación de BrdU
Para valorar la posible acción de IGF-I sobre la proliferación de las células
hipofisarias se empleó como marcador la incorporación de BrdU (5-bromo-2'-
deoxiuridina), el cual es un análogo de la uridina que se incorpora en el ADN
durante la fase S del ciclo celular y puede ser detectado mediante un
anticuerpo específico por técnicas citoquímicas (Gratzner, 1982).
Para la realización de este estudio, células hipofisarias de rata se
preincubaron en placas multipocillos y se sincronizaron 24 horas en medio sin
suero. Posteriormente, se incubaron en presencia o no de IGF-I [10"9 M], [10$
M] y[10"' MJ durante diversos tiempos: 24, 48 y 72 horas. BrdU [10 µM] se
añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el experimento. Tras el periodo
de incubación, se detectó la incorporación de BrdU, utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-BrdU mediante técnicas de inmunofluorescencia. La detección
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de BrdU se realizó mediante el empleo de un anticuerpo secundario conjugado
con fluoresceína, el cual marca los núcleos en verde.
Los datos obtenidos se representan en la Figura 1, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células tratadas con IGF-
I[10-' M] durante 48 horas, se observa un claro aumento en el número de
células BrdU-positivas respecto a los controles no tratados. En el panel B se
representa el análisis cuantitativo del porcentaje de las células BrdU-positivas
respecto al número total de células. Se observa que determinadas dosis de
IGF-I incrementan marcadamente el número de células BrdU-positivas. En los
grupos control y en los tratados con las dosis más bajas de IGF-I, el número de
células BrdU-positivas fue disminuyendo moderadamente con el tiempo de
cultivo. Esto podría ser debido a que el medio de cultivo carece de suero lo que
contribuye a una disminución en la proliferación celular.
Estos datos confirman la acción proliferativa de IGF-I en células
hipofisarias normales, a dosis de [10$ M] y[10'' M], que se puso en
evidencia después de 48 horas de incubación con IGF-I y que se mantuvo a las
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Figura 1. Estudio dosis-tiempo-respuesta de la acción de IGF-I sobre el número de
células BrdU-positivas en células hipofisarias de rata. EI crecimiento celular se
sincronizó manteniendo las células en medio sin suero durante 24 horas. A continuación,
las células se incubaron con diferentes dosis de IGF-I durante tiempos variables. Para la
cuantificación de la proliferación celular se añadió al cultivo BrdU a una concentración final
de [10^M] 24 horas antes de finalizar el experimento. Tras el periodo de incubación se
procedió al análisis mediante técnicas de inmunofluorescencia.
A: EI panel muestra la incorporación de BrdU en células hipofisarias en presencia o no de
IGF-I [10-^M] durante 48 horas. Se utilizó un anticuerpo secundario conjugado con
fluoresceína (núcleo marcado en color verde).
B: La figura representa el porcentaje de las células BrdU-positivas respecto al número total




1.2. Acción proliferativa dosis-respuesta de IGF-I:
cuantificación de PCNA
Para confirmar la acción proliferativa de IGF-I se cuantificó el antígeno
nuclear de proliferación celular (PCNA) por Western blot.
La proteína PCNA es una molécula de 36 KDa altamente conservada en
las especies a lo largo de la evolución, y que actúa como un cofactor de la
ADN-polimerasa S durante la fase S del ciclo celular. Por tanto, su expresión es
inducida cuando la célula entra en división (Hatl, 1990), lo que permite su
utilización como marcador para detectar proliferación celular.
Con el fin de determinar la acción proliferativa de IGF-I cuantificando la
proteína PCNA, las células se incubaron en presencia o no de IGF-I [10-9 M],
[10$ M] y[10-' M] durante 48 horas. Los extractos de proteínas y su análisis
por Western blot se Ilevó a cabo como se describió en material y métodos
(apartado IV), utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PCNA.
En la Figura 2A se muestra una autorradiografía representativa
correspondiente a un Western blot de la proteína PCNA de células hipofisarias
incubadas en presencia o no de IGF-I durante 48 horas. En la Figura 2B se
muestra la cuantificación densitométrica de dicha proteína, en porcentaje
respecto al grupo control. Se observa un aumento de los niveles de la proteína
PCNA en las células tratadas con IGF-I [10-' M] a las 48 horas del tratamiento.
Estos resultados confirman la acción proliferativa de IGF-I sobre










C 10"9 10-$ 10-7
IGF-I (M)
Figura 2. Efecto de IGF-I sobre los niveles de la proteína PCNA en cultivos de
células hipofisarias de rata. Las células una vez sincronizadas fueron incubadas
con IGF-I [10^9M], [10-8M] y[10-^M] durante 48 horas. La actividad proliferativa fue
analizada midiendo la proteína PCNA por Western blot .
A: Autorradiografía representativa de un experimento, correspondiente a un
Western blot de la proteína PCNA.
B: La figura muestra la cuantificación densitométrica, en porcentaje respecto al




1.3. Efecto del bloqueo de IGF-I sobre la proliferación
de las células hipofisarias: determinación de PCNA y de
la incorporación de BrdU
Para determinar la especificidad de la acción de IGF-I en la proliferación
de células hipofisarias se realizaron experimentos bloqueando el IGF-I con
antisuero de IGF-I (As-IGF-I).
Para el análisis de la proliferación se determinó la incorporación de BrdU
por técnicas inmunocitoquímicas y la cuantificación de PCNA por Western blot
siguiendo el diseño experimental descrito anteriormente. En la realización de
este estudio, las células hipofisarias de rata se incubaron en presencia de As-
IGF-I [10 µg de IgGs/ml] una hora antes de la adición de IGF-I [10"7 M]. BrdU
[10 µM] se añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el experimento.
Los datos obtenidos se representan en la Figura 3, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células tratadas con IGF-
I se confirma la acción proliferativa ya que se observa un mayor número de
células BrdU-positivas respecto a los controles no tratados. Además, en las
células incubadas con IGF-I en presencia de As-IGF-I, hay una clara
disminución del número de células BrdU-positivas con respecto a las tratadas
con IGF-I. En el panel B se representa el porcentaje de las células BrdU-
positivas respecto al número total de células. La adición de As-IGF-I bloquea
completamente el estímulo de IGF-I sobre el número de células que incorporan
BrdU. EI As-IGF-I sólo no altera el número de células BrdU-positivas. La Figura
4A muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot de la proteína PCNA, de células incubadas en presencia de IGF-I, con o
sin As-IGF-I, durante 48 horas. En la Figura 4B se muestra la cuantificación
densitométrica de PCNA, en porcentaje respecto al grupo control. EI suero
normal de conejo (SNC) no altera los niveles basales de esta proteína. Se
confirma que la presencia de As-IGF-I bloquea el estímulo de IGF-I sobre los
niveles de la proteína PCNA.
97
Resultados
Estos resultados indican que el As-IGF-I abole la acción proliferativa de
IGF-I, confirmando que el IGF-I hipofisario ejerce una acción mitogénica



























Figura 3. Efecto del bloqueo de IGF-I sobre la proliferación de las células
hipofisarias. EI crecimiento celular se sincronizó manteniendo las células en medio sin
suero durante 24 horas. A continuación, las células se incubaron en presencia de IGF-I
[10-^M], As-IGF-I [10 ^g de IgGs/ml] o IGF-I + As-IGF-I durante 48 horas. Los controles
se incubaron en el medio de cultivo. Para la cuantificación de la proliferación celular se
añadió al cultivo BrdU [10^M] 24 horas antes de finalizar el experimento. Tras el periodo
de incubación se procedió al análisis mediante técnicas de inmunofluorescencia.
A: EI panel muestra la incorporación de BrdU en células hipofisarias en presencia o no
de IGF-I y del As-IGF-I. Se utilizó el anticuerpo secundario conjugado con fluoresceína
(núcleo marcado en color verde).
B: La figura representa el porcentaje de células BrdU-positivas respecto al número total
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Figura 4. Efecto del bloqueo de IGF-I sobre los niveles de la proteína PCNA en
cultivos de células hipofisarias de rata. Las células una vez sincronizadas fueron
incubadas con IGF-I [10-^M] durante 48 horas. Otros grupos se incubaron con IGF-I
+ As-IGF-I [10 µg de IgGs/ml]. Como control se utilizó además un grupo tratado con
la misma cantidad de IgGs procedentes del suero normal de conejo (SNC). La
actividad proliferativa fue analizada midiendo la proteína PCNA por Western blot .
A: Autorradiografía correspondiente a un Western blot de la proteína PCNA .
B: La figura muestra la cuantificación densitométrica, en porcentaje respecto al




2. ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA
PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS LACTOTROPAS
La proliferación de las células lactotropas en la hipófisis está regulada por
interacciones de señales hipotalámicas, periféricas y locales (Arita, 1998;
Hashi, 1996; Oomizu, 1998). Nos propusimos estudiar la acción de IGF-I y VIP
sobre la proliferación de este específico tipo celular, las células lactotropas, así
como analizar si existía alguna interacción entre ambos factores.
2.1. Efecto de IGF-I sobre la proliferación de las células
lactotropas: estudio tiempo-respuesta
En el apartado anterior se ha demostrado la acción proliferativa de IGF-I
sobre las células hipofisarias en cultivo primario mixto. Era importante
determinar sobre qué tipo o tipos celulares ejercía su acción proliferativa.
En trabajos previos de nuestro laboratorio demostramos que IGF-I, en
cultivos de células hipofisarias de rata, aumentaba los niveles de PRL en el
medio a las 48 horas, sin modificar su expresión génica (Lara, 1994). Por lo
tanto, ésta liberación inducida por IGF-I podría ser secundaria a un aumento en
el número de las células lactotropas. Otros estudios han sugerido el posible
papel de IGF-I como factor proliferativo en las células lactotropas mediando
acciones de estrógenos (Michels, 1993). Datos recientes demuestran que
ratones con disrupción del gen de IGF-I, presentan disminución en el número
de células lactotropas (Stefaneanu, 1999). Estas observaciones apoyan la
posibilidad de que IGF-I posea actividad mitogénica sobre las células
lactotropas.
Para este análisis se utilizaron técnicas de doble inmunofluorescencia,
con un marcador específico para medir proliferación celular (anticuerpo anti-
BrdU), y un anticuerpo específico anti-PRL para identificar a las células
lactotropas. Para la realización de estos estudios, las células hipofisarias se
preincubaron y sincronizaron en placas multipocillo como se ha descrito
anteriormente. A continuación, se incubaron en presencia o no de IGF-I [10^'
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M] durante 24, 48 y 72 horas. BrdU [10 µMj se añadió a los cultivos 24 horas
antes de finalizar el experimento. Tras el periodo de incubación, se procedió al
análisis mediante técnicas de doble inmunofluorescencia empleando los
anticuerpos anti-BrdU y anti-PRL. La detección de BrdU se realizó mediante el
empleo de un anticuerpo secundario conjugado con fluoresceína marcando los
núcleos en verde, y para las células lactotropas un anticuerpo secundario
conjugado con rodamina, apareciendo los citoplasmas en rojo.
Los datos obtenidos se representan en la Figura 5, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células tratadas con IGF-
I[10"^ MJ durante 48 horas, se observa un claro aumento en el número de
células BrdU y PRL-positivas con respecto a los controles no tratados. En
algunas células la aparición del color amarillo en los núcleos resulta de la
mezcla de color rojo y verde debido a la expresión en la misma célufa del
marcador de proliferación BrdU y PRL. En el panel B se representa el
porcentaje de las células hipofisarias inmunoreactivas para ambos BrdU y PRL
del total de las células lactotropas contadas, respecto al grupo control
correspondiente. La presencia de IGF-I induce un claro aumento en el número
de las células BrdU y PRL-positivas, que se puso en evidencia después de 48
horas de incubación con IGF-I y que se mantuvo a las 72 horas de exposición.
En los controles se observa una disminución progresiva relacionada con el
tiempo de cultivo, que podría explicarse por la falta de suero en los medios,
con lo que se produce una disminución en la proliferación celular.
Estos datos demuestran que IGF-I aumenta específicamente y


















Figura 5. Estudio tiempo-respuesta de la acción de IGF-I sobre la proliferación de
las células lactotropas. EI crecimiento celular se sincronizó manteniendo las células en
medio sin suero durante 24 horas. A continuación, las células se incubaron en presencia
de IGF-I [10-^M] durante tiempos variables. Para la cuantificación de la proliferación
celular se añadió al cultivo BrdU [10 ^M] 24 horas antes de finalizar el experimento.
A: EI panel muestra una doble inmunofluorescencia de células hipofisarias en presencia o
no de IGF-I [10-^M] durante 48 horas. Se utilizó un anticuerpo anti-BrdU para la detección
de la proliferación celular (núcleo marcado en color verde) y un anticuerpo anti-PRL para
identificar a las células lactotropas (citoplasma teñido en color rojo).
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas. Los valores representan
la media de tres experimentos t E.S. (n=3), **,p<0,01, ***,p<0,001.
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2.2. Efecto de IGF-I y VIP sobre la proliferación de las
células lactotropas
VIP es un neuropéptido con gran ubicuidad que entre sus múltiples
acciones biológicas participa en la liberación de PRL (López, 1989). VIP es
también expresado en la adenohipófisis (Arnaout, 1986) donde es regulado por
señales hipotalámicas, periféricas y locales (Lam, 1990; Balsa, 1994; Lara,
1994). Hay trabajos que han sugerido que los estrógenos inducen la
proliferación de las células lactotropas a través del aumento de la
concentración de VIP en la hipófisis (Prysor-Jones, 1988). Además, se ha
demostrado una acción de VIP sobre el crecimiento de células tumorales
humanas de origen hipofisario (Prysor-Jones, 1989).
Todo ello, nos Ilevó a estudiar el posible papel de VIP en la proliferación
de las células lactotropas; así como el efecto de IGF-I y VIP simultáneamente.
Siguiendo el diseño experimental utilizado en los experimentos previos, las
células se incubaron en presencia de IGF-I [10"' M], VIP [10"' M], o de ambos
simultáneamente durante un periodo de 48 horas. BrdU [10 µM] se añadió a los
cultivos 24 horas antes de finalizar el experimento. Tras el periodo de
incubación, se procedió al análisis mediante técnicas de doble
inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-BrdU y anti-PRL. La
detección de BrdU se realizó mediante el empleo de un anticuerpo secundario
conjugado con fluoresceína marcando los núcleos en verde, y para las células
lactotropas un anticuerpo secundario conjugado con rodamina, apareciendo los
citoplasmas en rojo.
Los datos obtenidos se representan en la Figura 6, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células tratadas con IGF-
I[10"' M], VIP [10"' M] o ambos durante 48 horas, se observa un aumento
evidente en el número de las células BrdU y PRL-positivas con respecto a los
controles no tratados. Además, se observa mayor densidad de células
lactotropas en los grupos tratados con estos factores de cre ĉ imiento. En el
panel B se representa el porcentaje de las células hipofisarias inmunoreactivas
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para ambos BrdU y PRL del total de las células lactotropas contadas. Se
observa que IGF-I y VIP inducen la proliferación de las células lactotropas, si
bien el efecto es más evidente en presencia de IGF-I. La presencia simultánea
de ambos no conduce a un incremento en el número de células BrdU y PRL-
positivas superior al observado cuando se añade sólo IGF-I, lo que confirma la
falta de sinergismo entre IGF-I y VIP.
Estos datos demuestran que VIP aumenta significativamente la
proliferación de células lactotropas. La presencia simultánea de ambos
factores, no tuvo un efecto sinérgico lo que sugiere que IGF-I y VIP












Figura 6. Efecto de VIP e IGF-I sobre la proliferación de las células lactotropas. Una
vez sincronizado el crecimiento celular, las células fueron incubadas en presencia de VIP
[10-^M], IGF-I [10-^M] o de ambos durante un periodo de 48 horas. Para la cuantificación
de la proliferación celular se añadió al cultivo BrdU [10 ^M] 24 horas antes de finalizar el
experimento.
A: EI panel muestra una doble inmunofluorescencia de células hipofisarias en presencia
de IGF-I [10-^M], VIP [10-^M] o de ambos durante 48 horas. Se utilizó un anticuerpo anti-
BrdU para la detección de la proliferación celular (núcleo marcado en color verde) y un
anticuerpo anti-PRL para identificar a las células lactotropas (citoplasma teñido en color
rojo).
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas. Los valores representan
la media de tres experimentos t E.S. (n=3), **,p<0,01, ***,p<0,001, ns, no significativo.
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2.3. Efecto del bloqueo de VIP endógeno sobre la
proliferación de las células lactotropas inducida por
IGF-I
Tanto IGF-I como VIP son dos potentes factores mitogénicos que se
expresan en la adenohipófisis. Varios trabajos han sugerido que los niveles de
IGF-I y VIP están regulados por los estrógenos ( Michels, 1993; Prysor-Jones,
1988; Lam, 1990). Datos previos de nuestro laboratorio han demostrado que
IGF-I estimula la expresión del ARNm de VIP en la hipófisis, así como su
liberación al medio ( Lara, 1994); además la liberación de PRL inducido por
IGF-I, está mediada por VIP.
Estas observaciones sugieren la posibilidad de que IGF-I y VIP
interaccionen en su acción proliferativa. Para ello nos planteamos analizar el
papel de VIP como mediador de la proliferación de las células lactotropas
inducida por IGF-I, a través del bloqueo de VIP endógeno con un antisuero
específico.
Siguiendo el diseño expuesto anteriormente, previa sincronización del
ciclo celular, las células se incubaron en presencia de IGF-I [10-^ M], antisuero
de VIP (As-VIP) [10 µg IgGs/ml], o de ambos durante un periodo de 48 horas.
EI As-VIP se añadió a las células una hora antes de la adición de IGF-I. BrdU
[10 µM] se añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el experimento.
Tras el periodo de incubación, se procedió al análisis mediante técnicas de
doble inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-BrdU y anti-PRL.
Como en experimentos previos habíamos demostrado que el suero normal de
conejo (SNC) no alteraba la proliferación basal de las células lactotropas, se
omitió en estos estudios.
Los datos obtenidos se representan en la Figura 7, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células en presencia de
IGF-I [10^^ M] durante 48 horas se confirma un claro aumento en el número de
células BrdU y PRL-positivas respecto al grupo control. Además, en los cultivos
tratados con IGF-I y antisuero de VIP (As-VIP), hay un evidente menor número
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de células BrdU y PRL-positivas con respecto a las tratadas con IGF-I. En el
panel B se representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas
para ambos BrdU y PRL del total de las células lactotropas contadas. Estos
datos confirman la acción proliferativa de IGF-I sobre las células lactotropas.
Además, se observa que la acción proliferativa de IGF-I disminuye
parcialmente por la presencia del As-VIP.
Estos resultados demuestran, por lo tanto, que la acción proliferativa de
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Figura 7. Efecto del bloqueo del VIP endógeno sobre la proliferación de las células
lactotropas inducida por IGF-I. EI crecimiento celular se sincronizó manteniendo las
células en medio sin suero durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron
incubadas en presencia de IGF-I [10-^M], As-VIP [10 ^g de IgGs/ml] o de ambos durante
un periodo de 48 horas. Para la cuantificación de la proliferación celular se añadió al
cultivo BrdU [10 ^M] 24 horas antes de finalizar el experimento.
A: EI panel muestra una doble inmunofluorescencia de células hipofisarias en presencia
de IGF-I, As-VIP o de ambos durante 48 horas. Se utilizó un anticuerpo anti-BrdU para la
detección de la proliferación celular (núcleo marcado en color verde) y un anticuerpo anti-
PRL para identificar a las células lactotropas (citoplasma teñido en color rojo).
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas. Los valores representan
la media de tres experimentos t E.S. (n=3), **,p<0,01, ***,p<0,001.
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3. ACCIÓN DE IGF-I SOBRE LA LIBERACIÓN DE PRL
La secreción de PRL está controlada por señales inhibidoras y
estimuladoras de origen hipotalámico que interactúan entre sí, pero que
también dependen en su acción de la regulación ejercida por señales
periféricas.
En algunos estudios se ha puesto en evidencia que la regulación de la
secreción de PRL es muy dependiente de un sistema de regulación
autocrina/paracrina, en el que pueden estar implicadas varias señales locales
(Balsa, 1994; Wynick, 1993).
Se ha demostrado que VIP es un factor liberador de PRL (López, 1989)
que se expresa en la adenohipófisis donde es regulado por hormonas tiroideas,
estrógenos, TRH y dopamina (Lam, 1989; Balsa, 1994). Estudios previos de
nuestro laboratorio han mostrado que VIP hipofisario puede mediar el efecto de
otras hormonas o neurotransmisores implicados en la liberación de PRL
(Balsa, 1996a; 1996b; 1998). Por lo tanto, la acción autocrina y paracrina de
VIP cumple un papel esencial en la regulación de la secreción de PRL.
En estudios previos, también habíamos demostrado que IGF-I aumenta
los niveles de PRL en el medio a las 48 horas y que éste efecto estaba
específicamente mediado por VIP (Lara, 1994). Todo ello, nos Ilevó a analizar
el papel de IGF-I sobre la liberación de PRL en las células hipofisarias.
La Figura 8 representa el efecto de IGF-I sobre la liberación de PRL en
porcentaje respecto al grupo control correspondiente. Estos resultados indican
que IGF-I induce un aumento significativo en el contenido intracelular y la
liberación de PRL a las 48 horas de exposición, pero no a tiempos cortos de 3
horas.
Estos resultados, junto al hecho de que IGF-I no modifica la expresión
génica de PRL (Lara, 1994) nos indujo a pensar que este aumento en los
niveles de PRL en el medio observado a las 48 horas de incubación con IGF-I,
podría ser secundario al aumento en el número de las células lactotropas que
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produce, como hemos demostrado en apartados anteriores. Por ello,
analizamos el efecto de IGF-I sobre la liberación de PRL a las 48 horas,
respecto al número de células lactotropas presentes. Los resultados se
observan en la Figura 9, donde el panel A muestra el efecto de IGF-I sobre la
liberación de PRL en porcentaje respecto al grupo control, y el panel B
representa la liberación de PRL respecto al número de las células lactotropas.
Como habíamos observado en experimentos anteriores, IGF-I induce un
pequeño pero significativo incremento en la liberación de PRL (panel A). Esta
acción estimuladora no se observa si se representa la liberación de PRL
respecto al número de células lactotropas (panel B).
Estos datos confirman que el aumento de PRL que se observa en los
medios, después de 48 horas de incubación con IGF-I, es debida al
incremento en el número de las células lactotropas inducido por IGF-I,


















Figura 8. Acción de IGF-I sobre el contenido intracelular y la liberación de
PRL. Las células se incubaron en medio sin suero en presencia o no de IGF-I [10-^
M] durante un periodo de 3 y 48 horas. La figura muestra la liberación de PRL-IR
(PRL inmunoreactiva) y el contenido intracetular del péptido en presencia de IGF-I
y en porcentaje respecto al grupo control. Los valores representan la media de tres

































Figura 9. Acción de IGF-I sobre la liberación de PRL en cultivos de células
hipofisarias. Las células fueron incubadas en medio sin suero durante 48 horas con
IGF-I [10-^ M].
A: La figura muestra el efecto de IGF-I sobre la liberación de PRL, en porcentaje con
respecto al grupo control.
B: La figura representa la liberación de PRL respecto al número de células
lactotropas en presencia de IGF-I y en porcentaje respecto al grupo controt. Los
valores representan la media de tres experimentos ± E.S. (n=3), *,p<0,05.
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4. MECANISMO DE ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA
PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS LACTOTROPAS:
VÍAS DE SEÑALIZACIÓN
Como ya se ha descrito anteriormente IGF-I y VIP inducen la proliferación
de las células lactotropas hipofisarias. Los siguientes experimentos se
realizaron con el fin de clarificar el mecanismo por el cual IGF-I y VIP
promueven la proliferación de las células lactotropas. EI estudio se realizó
empleando técnicas inmunocitoquímicas para la identificación de las células
lactotropas.
4.1. Efecto del bloqueo de las vías MAPK, PKA y P13"-
Kinasa con inhibidores específicos sobre la
proliferación de células lactotropas inducida por IGF-I
Las acciones de IGF-I están mediadas por un receptor del tipo tirosina
quinasa que se expresa en las células hipofisarias (Goodyer, 1984).
Estudios previos han demostrado que la vía Ras/MAPK media la
proliferación de las células lactotropas inducida por la insulina, sugiriendo que
este efecto se produce en parte a través del receptor de IGF-I (Suzuki, 1999).
También se ha evidenciado el importante papel que tiene el AMPc en la
proliferación de las células lactotropas. Por otra lado, en los resultados
descritos previamente hemos demostrado que VIP induce y media en parte, la
proliferación de las células lactotropas inducida por IGF-I.
4.1.1. Participación de la vía de señalización de la MAPK
Para comprobar si la vía Ras/MAPK participa en la acción proliferativa de
las células lactotropas inducida por IGF-I, se utilizó PD098059, inhibidor que
bloquea selectivamente la actividad MAPKK (MEK 1/2).
EI crecimiento celular se sincronizó manteniendo las células en medio sin
suero durante 24 horas. Posteriormente, las células se preincubaron durante
45 minutos en presencia de PD098059 a una concentración final de 1 µM y 10
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µM. A continuación, las células se mantuvieron con IGF-I [10-' M] durante un
periodo de 48 horas. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor. BrdU [10
µM] se añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el experimento. Tras el
periodo de incubación, se procedió al análisis mediante técnicas de doble
inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-BrdU y anti-PRL. La
detección de BrdU se realizó mediante el empleo de un anticuerpo secundario
conjugado con fluoresceína marcando los núcleos en verde, y para las células
lactotropas un anticuerpo secundario conjugado con rodamina, apareciendo los
citoplasmas en rojo.
Los datos obtenidos se representan en la Figura 10, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. Se observa que la presencia del
inhibidor de la vía MAPK, a una concentración de 10 µM, reduce
significativamente el efecto mitogénico de IGF-I sobre las células lactotropas.
Además, en general hay menor número de células lactotropas. La ausencia de
interferencia del inhibidor se demuestra porque no se observan diferencias
entre los grupos tratados con el inhibidor y los controles. En el panel B se
representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos,
BrdU y PRL del total de las células lactotropas contadas. Se confirma la acción
mitogénica de IGF-I sobre las células lactotropas y además, se observa que el
efecto de IGF-I sobre la proliferación de las células lactotropas es inhibido
totalmente por PD098059 a una concentración de 10 µM pero no a la
concentración inferior de 1 µM. La presencia del inhibidor, a cualquiera de las
concentraciones estudiadas, no produce ningún efecto comparado con el
control sin inhibidor.
Estos datos confirman que la vía Ras/MAPK es determinante en la











Figura 10. Efecto del bloqueo de la vía MAPK sobre la proliferación de las células
lactotropas inducida por IGF-I. EI crecimiento celular se sincronizó manteniendo las
células en medio sin suero durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron
preincubadas en presencia del inhibidor PD098059 a dosis final de [1 ^M] y[10 ^M]
durante 45 minutos. A continuación, las células se mantuvieron con IGF-I [10-^M] durante
un periodo de 48 horas. Para la cuantificación de la proliferación celular se añadió al
cultivo BrdU [10 NM] 24 horas antes de finalizar el experimento.
A: EI panel muestra una doble inmunofluorescencia de células hipofisarias en presencia de
IGF-I [10-^M], PD098059 [10 ^M] o de ambos durante 48 horas. Se utilizó un anticuerpo
anti-BrdU para la detección de la proliferación celular (núcleo marcado en color verde) y un
anticuerpo anti-PRL para identificar a las células lactotropas (citoplasma teñido en color
rojo).
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas. Los valores representan
la media de tres experimentos t E.S. (n=3), "**,p<0,001.
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4.1.2. Participación de la vía de señalización de la PKA
Como se ha comentado anteriormente, la vía AMPc/PKA juega un papel
muy importante en la proliferación de las células lactotropas (Suzuki, 1999).
Además, habíamos comprobado la participación de VIP en la proliferación de
las células lactotropas inducida por IGF-I (Figura 7). Todo ello nos Ilevó al
estudio de la implicación de esta vía en la proliferación de las células
lactotropas inducida por IGF-I.
Para ello se inactivó la vía de la PKA con el Rp-cAMPS, antagonista
competitivo del AMPc que actúa bloqueando la subunidad catalítica de la
enzima.
Siguiendo el diseño experimental anterior, las células se preincubaron
durante 45 minutos en presencia de Rp-cAMPS a una concentración final de 1
µM y 10 µM. A continuación, las células se mantuvieron con IGF-I [10"'M]
durante un periodo de 48 horas. Otros grupos recibieron únicamente el
inhibidor. BrdU [10 µM] se añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el
experimento. Tras el periodo de incubación, se procedió al análisis mediante
técnicas de doble inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-BrdU y
anti-PRL.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11A, donde se
representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL del total de las células lactotropas contadas. Se observa que la
presencia del inhibidor de la PKA, a una concentración de 10 µM, abole
parcialmente la acción proliferativa de IGF-I sobre las células lactotropas,
mientras que no tuvo efecto a la concentración inferior de 1 µM. La presencia
del inhibidor a cualquiera de las concentraciones estudiadas, no produce
ningún efecto comparado con el control sin inhibidor.
Estos datos indican que la vía PKA participa en la acción mitogénica
de IGF-I sobre las células lactotropas.
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4.1.3. Participación de la vía de señalización de la P13"-
Kinasa
Estudios previos indican que la activación de la vía Akt/PKB, además de
mediar efectos metabólicos de IGF-I, protege a las células de la apoptosis
(Downward, 1998). Además, se ha sugerido que la vía P13"-Kinasa podría
mediar acciones proliferativas (Scrimgeour, 1997; Dufourny, 1997).
Para comprobar si la vía P13"-Kinasa participa en la acción proliferativa de
las células lactotropas inducida por IGF-I, se utilizó LY294002, inhibidor
sintético que bloquea específicamente la P13"-Kinasa.
Siguiendo el diseño experimental anterior, las células se preincubaron
durante 45 minutos en presencia de LY294002 a una concentración final de 10
µM y 20 µM. A continuación, las células se mantuvieron con IGF-I [10"7M]
durante un periodo de 48 horas. Otros grupos recibieron sólo el inhibidor. BrdU
[10 µM] se añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el experimento.
Tras el periodo de incubación, se procedió al análisis mediante técnicas de
doble inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-BrdU y anti-PRL.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 11 B donde se
observa que la presencia del inhibidor de la vía P13"-Kinasa no tiene efecto
sobre la proliferación de las células lactotropas inducida por IGF-I a ninguna de
las concentraciones estudiadas.
Estos datos indican que la vía P13"-Kinasa no participa en la acción
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Figura 11. Efecto del bloqueo de la vía PKA y PI3"-Kinasa sobre la proliferación de
las células lactotropas inducida por IGF-I. Una vez sincronizado el crecimiento celular,
las células fueron preincubadas en presencia del inhibidor Rp-cAMPS a dosis de [1 µM] y
[10 µM] que bloquea la PKA y con LY294002 a dosis final de [10 µM] y[20 µM] que
bloquea la vía P13"-Kinasa. A continuación, las células se mantuvieron con IGF-I [10-^M]
durante un periodo de 48 horas. Para la cuantificación de la proliferación celular se añadió
al cultivo BrdU (10 µM] 24 horas antes de finalizar el experimento.
A: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas, en presencia de un
inhibidor de la PKA (Rp-cAMPS).
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas, en presencia de un
inhibidor de la vía P13"-Kinasa (LY294002).
Los valores representan la media de tres experimentos ± E.S. (n=3), **,p<0,01,
***,p<0,001, ns, no significativo.
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4.2. Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA con
inhibidores específicos sobre la proliferación de las
células lactotropas inducida por VIP
VIP ejerce sus funciones principalmente a través del aumento en la
síntesis de AMPc y la activación de la PKA. Además, se ha evidenciado el
importante papel que tiene el AMPc en la proliferación de las células
lactotropas (Suzuki, 1999).
Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de clarificar el
mecanismo por el cual VIP promueve la proliferación de las células lactotropas.
4.2.1. Participación de la vía de señalización de la PKA
Para comprobar si la vía AMPc/PKA participa en la acción proliferativa de
las células lactotropas inducida por VIP, se utilizó Rp-cAMPS, antagonista
competitivo del AMPc que actúa bloqueando la subunidad catalítica de la
enzima.
Siguiendo el diseño experimental anterior, las células se preincubaron
durante 45 minutos en presencia de Rp-cAMPS a una concentración final de 1
µM y 10 µM. A continuación, las células se mantuvieron con VIP [10-'M]
durante un periodo de 48 horas. Otros grupos recibieron únicamente el
inhibidor. BrdU [10 µM] se añadió a Ios cultivos 24 horas antes de finalizar el
experimento. Tras el periodo de incubación, se procedió al análisis mediante
técnicas de doble inmunofluorescencia empleando los anticuerpos anti-BrdU y
anti-PRL.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12A donde se
representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL del total de las células lactotropas contadas. Se observa que la
presencia del inhibidor de la PKA, a una concentración de 10 µM, abole
completamente el efecto mitogénico de VIP sobre las células lactotropas,
mientras que no tuvo efecto a la concentración inferior de 1 µM. Los resultados
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confirman que el inhibidor, a cualquiera de las concentraciones estudiadas, no
produce ningún efecto comparado con el control sin inhibidor.
Estos datos confirman que la vía AMPc/PKA es determinante en la
acción proliferativa de VIP sobre las células lactotropas.
4.2.2. Participación de la vía de señalización de la MAPK
Estudios previos han sugerido que la estimulación de la proliferación
inducida por el aumento de los niveles de AMPc, podría requerir de la
activación de la vía MAPK (Suzuki, 1999; Kimura, 2001).
Para comprobar si la vía MAPK participa en la acción proliferativa de las
células lactotropas inducida por VIP, se utilizó PD098059, inhibidor que
bloquea selectivamente la actividad MAPKK (MEK 1/2).
Siguiendo el diseño experimental anterior, las células se preincubaron
durante 45 minutos en presencia de PD098059 a una concentración final de 1
µM y 10 µM. A continuación, las células se mantuvieron con VIP [10-' M]
durante un periodo de 48 horas. Otros grupos recibieron únicamente el
inhibidor. BrdU [10 µM] se añadió a los cultivos 24 horas antes de finalizar el
experimento.
Los datos obtenidos se muestran en la Figura 12B donde se representa el
porcentaje de las células hipofisarias inmunoreactivas para ambos BrdU y PRL
del total de las células lactotropas contadas. Se observa que la presencia del
inhibidor de la vía MAPK, a una concentración de 10 µM, reduce parcialmente
la acción proliferativa de VIP sobre las células lactotropas, mientras que no
tuvo efecto a la concentración inferior de 1 µM. EI inhibidor sólo no produce
ningún efecto comparado con el control sin inhibidor.
Estos datos indican que la vía MAPK participa en la acción mitogénica

















Figura 12. Efecto del bloqueo de la vía PKA y MAPK sobre la proliferación de las
células lactotropas inducida por VIP. Una vez sincronizado el crecimiento celular, las
células fueron preincubadas en presencia del inhibidor Rp-cAMPS a concentración final de
[1 µM] y[10 µM] que bloquea la PKA y de PD098059 a concentración final de [1 µM] y[10
µM] que bloquea la vía MAPK. A continuación, las células se mantuvieron con IGF-I [10-
^M] durante un periodo de 48 horas. Para la cuantificación de la proliferación celular se
añadió al cultivo BrdU [10 µM] 24 horas antes de finalizar el experimento.
A: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas, en presencia de un
inhibidor de la PKA (Rp-cAMPS).
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para ambos
BrdU y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas, en presencia de un
inhibidor de la vía MAPK (PD098059). Los valores representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n-3), *,p<0,05, **,p<0,01.
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5. ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN DE LAS VÍAS DE
SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN EL MECANISMO DE
ACCIÓN DE IGF-I SOBRE LAS CÉLULAS HIPOFISARIAS
Como se ha demostrado en apartados anteriores, IGF-I induce la
proliferación de las células hipofisarias, concretamente de las células
lactotropas. Además, la vía MAPK juega un papel muy importante en la
proliferación de las células lactotropas. Se ha demostrado también que la vía
P13'-Kinasa no parece participar en la acción mitogénica de IGF-I sobre las
células lactotropas, aunque podría mediar efectos de IGF-I sobre supervivencia
celular (Kulik,1997; Dudek, 1997).
Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de comprobar la
activación de la vía MAPK (ERK 1/2) y de la P13"-Kinasa (Akt) y su cinética en
función del tiempo de exposición al estímulo.
5.1. Efecto de IGF-I sobre la activación de la vía MAPK:
estudio tiem po-respuesta
En estudios previos de nuestro laboratorio habíamos evidenciado la
activación de la MAPK (ERK 1/2) por IGF-I en una línea celular productora de
PRL, las células GH4C1.
Para comprobar la activación de la vía MAPK, células hipofisarias de rata
se preincubaron y mantuvieron en medio sin suero durante 24 horas. A
continuación, se incubaron en presencia de IGF-I [10-' M] durante los
siguientes tiempos: 2, 6, 10, 30 y 60 minutos. La preparación de las muestras y
el análisis de las proteínas por Western blot se Ilevó a cabo de la forma en que
se explicó anteriormente y utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce
las formas fosforiladas de MAPK (ERK 1/2). Para tener una comprobación
mortológica de la activación de la vía MAPK como consecuencia de la acción
de IGF-I, se Ilevaron a cabo en paralelo estudios inmunocitoquímicos. Para ello
se emplearon placas multipocillo y las células se incubaron en presencia o no
de IGF-I [10-' M] durante 2 minutos. Posteriormente, se procedió a la fijación
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del cultivo celular y las muestras se analizaron por métodos
inmunocitoquímicos empleando anticuerpos que reconocen las formas
fosforiladas de MAPK (ERK 1/2). Para su detección se utilizó un anticuerpo
secundario conjugado con fosfatasa alcalina que produce color rojo en las
células que presentan formas activadas de MAPK (ERK 1/2).
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células hipofisarias
tratadas con IGF-I [10-' M] durante 2 minutos, se observa un claro aumento en
el número de células con formas fosforiladas y activadas de MAPK/ERKs con
respecto a los controles no tratados. En la Figura 136 se muestra una
autorradiografía representativa correspondiente a un Western blot, utilizando
un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas fosforiladas de ERK 1/2, en
células hipofisarias incubadas en presencia de IGF-I durante distintos tiempos.
En la Figura 13C se muestra la cuantificación densitométrica de dichas
proteínas, en porcentaje respecto al grupo control. Se observa una activación
muy rápida de ERK 1/2 por IGF-I con un pico máximo a los 2 minutos y que
regresa a los niveles basales a los 10 minutos.
Estos resultados confirman que la vía de señalización MAPK (ERK 1/2)
se activa en presencia de IGF-I en las células hipofisarias, y que por tanto
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Figura 13. Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la activación de la vía
MAPK/ERKs. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio sin suero durante 24
horas. A continuación se incubaron con IGF-I [10-^ M] durante los siguientes tiempos: 2, 6,
10, 30 y 60 minutos.
A: EI panel muestra una inmunocitoquímica con fosfatasa alcalina de células hipofisarias
en presencia o no de IGF-I [10-^ M] durante 2 minutos. Se utilizó un anticuerpo anti-MAPK
para detectar las formas activadas de esta quinasa (color rojo).
B: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
monoclonal que reconoce las formas fosforiladas de MAPK (ERK 1/ 2).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo anti-
MAPK que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
C: Cuantificación densitométrica de la ERK 1/ 2, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres experimentos
t E.S. (n=3), **,p<0,01, *`*,p<0,001.
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5.2. Efecto de IGF-I sobre la activación de la vía P13"-
Kinasa: estudio tiempo-respuesta
EI procedimiento experimental para comprobar si IGF-I activaba la vía
P13"-Kinasa/Akt en las células hipofisarias, fue semejante al descrito
anteriormente. Las células se incubaron en presencia de IGF-I [10"' M] durante
los siguientes tiempos: 2, 6, 10, 30, 60 120 y 180 minutos.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de
Akt. En la Figura 146 se muestra la cuantificación densitométrica de dicha
proteína, en porcentaje respecto al grupo control. Se observa una activación
muy rápida de Akt por IGF-I que se mantiene en niveles muy elevados hasta
los 60 minutos, momento en que se produce un paulatino descenso,
permaneciendo a las 2 horas una activación valorable.
Estos resultados indican que la vía de señalización P13"-Kinasa/Akt se
activa en presencia de IGF-I en las células hipofisarias, y que por tanto es
una ruta importante en la mediación de determinados efectos.
Para comprobar si la activación de la vía P13"-Kinasa/Akt por IGF-I, se
bloquea específicamente por el inhibidor LY294002, las células se
preincubaron con este inhibidor a una concentración final de 20 µM durante 45
minutos. Posteriormente, las células se incubaron con IGF-I [10"' M] durante 2
minutos. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforitadas de
Akt. En la Figura 156 se muestra la cuantificación densitométrica de dicha
proteína, en porcentaje respecto al grupo control. La presencia del inhibidor
sólo, no produce ningún efecto comparado con el control sin inhibidor.
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Se observa que la activación de la vía P13"-Kinasa/Akt por IGF-I, se
bloquea específicamente en presencia del inhibidor LY294002, lo que
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Figura 14. Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la activación de
la vía P13"-Kinasa. Las células hipofisarias se incubaron con IGF-I [10-^ M] durante
los siguientes tiempos: 2, 6, 10, 30, 60, 120 y 180 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un
anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de Akt (Ser473).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo
anti-Akt que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de Akt, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
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Figura 15. Efecto del bloqueo de la vía PI3"-Kinasa sobre la activación de la
Akt/PKB inducida por IGF-I. Las células hipofisarias se preincubaron durante 45
minutos con LY294002 [20 µM] y posteriormente se trataron con IGF-I [10^^ M]
durante 2 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un
anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de Akt (Ser473). Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo
anti-Akt que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de Akt, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de dos
experimentos ± E.S. (n=2), **p<0,01, ***p<0,001.
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5.3. Efecto del bloqueo de las vías MAPK, P13"-Kinasa y
PKA sobre la activación de la vía MAPK/ERKs inducida
por IGF-1
Dado el importante papel que tiene la vía MAPK en la proliferación de las
células lactotropas inducida por IGF-I, nos planteamos estudiar la posible
influencia de otras vías de señalización como la P13'-Kinasa y la PKA sobre la
activación de MAPK (ERK 1/2) en respuesta a IGF-f. En estudios recientes se
sugiere que puede existir interacción entre la vía MAPK (ERK 1/2) y P13"-
Kinasa/Akt (Zimmermann, 1999). Además, como hemos demostrado en el
presente trabajo la PKA participa en la acción mitogénica de IGF-I sobre las
células lactotropas, por lo tanto quisimos comprobar si existía alguna
interacción entre la PKA y la activación de ERK 1/2.
Las células hipofisarias se preincubaron y mantuvieron 24 horas sin suero
como se ha descrito anteriormente. A continuación, se incubaron durante 45
minutos en presencia de los distintos inhibidores: PD098059 [10 µM],
LY294002 [20 µM] y Rp-cAMPS [10 µM]. Posteriormente, se añadió IGF-I [10-^
M] durante 2 minutos. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor
correspondiente.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas fosforiladas
de MAPK (ERK 1/2). En la Figura 166 se muestra la cuantificación
densitométrica de dichas proteínas, en porcentaje respecto al grupo control.
Estos resultados muestran que PD098059 bloquea específicamente la
activación de la vía MAPK (ERK 1/2) inducida por IGF-I. EI bloqueo de las vías
P13"-Kinasa y PKA no afecta a la activación de la vía MAPK (ERK 1/2) inducida
por IGF-I. La presencia de los inhibidores no produce ningún efecto comparado
con el control sin inhibidor.
Estos datos indican que IGF-I induce directamente la activacibn de
ERK 1/2 a través de Ras/Raf/MEK, sin depender de otras vías.
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A IGF-I ^ + - + ^ + ^ +
PD098059 + +
LY294002 - - - - + + - -
Rp-cAMPS - - - - - - + +
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Figura 16. Efecto del bloqueo de las vías MAPK, PI3"-Kinasa y PKA sobre la
activación de las ERK-1 y ERK-2 de la vía MAPK inducida por IGF-I. Las células
hipofisarias se preincubaron durante 45 minutos con PD098059 [10 µM], LY294002 [20
µM] o Rp-cAMPS [10 µM] y posteriormente se trataron con IGF-I [10-^ M] durante 2
minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
monoclonal que reconoce las formas fosforiladas de MAPK (ERK 1/ 2).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo anti-
MAPK que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de la ERK 1/ 2, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), **`,p<0,001, ns, no significativo. 131
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6. ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN DE LAS VÍAS DE
SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN EL MECANISMO DE
ACCIÓN DE VIP SOBRE LAS CÉLULAS HIPOFISARIAS
Como se ha demostrado anteriormente, la vía AMPc/PKA tiene un papel
muy importante en el efecto mitogénico inducido por VIP. Además, hemos visto
que la vía MAPK participa en la acción proliferativa de VIP sobre las células
lactotropas. En estudios previos se ha demostrado que AMPc/PKA promueven
la activación de la vía MAPK en diferentes tipos celulares a través de la
GTPasa Rap1 (Frádin, 1994; Vossier, 1997; Kievit, 2001). Parece ser que el
efecto del AMPc sobre la vía MAPK depende del tipo celular y el tipo de
receptor tirosina quinasa (Calleja, 1997). Por otro lado, estudios recientes han
sugerido que el AMPc, a través de su unión a proteínas de intercambio de
nucleótidos de guanina (GEFs), podría conducir a la activación de otras vías de
señalización, como la P13"-Kinasa (Richards, 2001).
Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de comprobar si VIP
induce cambios en la activación de las vías MAPK (ERK 1/2) y P13"-Kinasa/Akt.
Además, si esto se confirmara, se analizaría si se produce a través de la vía
AMPc/PKA.
6.1. Efecto de VIP sobre la activación de la vía MAPK:
estudio tiempo-respuesta
Se ha visto recientemente que VIP activa la vía MAPK/ERKs en una línea
celular productora de PRL (células GH4C1) (Le Péchon-Vallée, 2000).
Para comprobar la activación de la vía MAPK, células hipofisarias de rata
se preincubaron y mantuvieron en medio sin suero durante 24 horas. A
continuación, se incubaron en presencia de VIP [10-7 M] durante los siguientes
tiempos: 2, 6, 10, 30 y 60 minutos. La preparación de las muestras y el análisis
de las proteínas por Western blot se Ilevó a cabo de la forma en que se explicó
anteriormente y utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas
fosforiladas de MAPK (ERK 1/2). Para tener una comprobación morfológica de
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la activación de la vía MAPK ( ERK 1/2) como consecuencia de la acción de
VIP, se Ilevaron a cabo en paralelo estudios inmunocitoquímicos. Para ello se
emplearon placas multipocillo y las células se incubaron en presencia o no de
VIP [10"' M] durante 2 minutos. Posteriormente, se procedió a la fijación del
cultivo celular y las muestras se analizaron por métodos inmunocitoquímicos
empleando anticuerpos que reconocen las formas fosforiladas de MAPK (ERK
1/2). Para su detección se utilizó un anticuerpo secundario conjugado con
fosfatasa alcalina que produce color rojo en las células que presentan formas
activadas de MAPK (ERK 1/2).
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 17, donde el panel A
muestra imágenes correspondientes a células hipofisarias incubadas en
presencia o no de VIP [10"' M] durante 2 minutos. En las células tratadas con
VIP se observa un claro aumento en el número de células con formas
fosforiladas y activadas de MAPK/ERKs con respecto a los controles no
tratados. En la Figura 176 se muestra una autorradiografía representativa
correspondiente a un Western blot, utilizando un anticuerpo monoclonal que
reconoce las formas fosforiladas de ERK 1/2, en células hipofisarias incubadas
en presencia de VIP durante distintos tiempos. En la Figura 17C se muestra la
cuantificación densitométrica de dichas proteínas, en porcentaje respecto al
grupo control. Se observa una activación muy rápida de ERK 1/2 por VIP, con
un pico máximo a los 2 minutos y que fue disminuyendo progresivamente hasta
regresar a los niveles basales a los 60 minutos, pero permaneciendo con
niveles altos de activación durante 10 minutos.
Estos resultados indican que VIP activa la vía MAPK (ERK 1/2) en
células hipofisarias, y que por tanto esta vía podría estar implicada en la
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Figura 17. Estudio tiempo-respuesta del efecto de VIP sobre la activación de la vía
MAPK/ERKs. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio sin suero durante 24
horas. A continuación, se incubaron con VIP [10-^ M] durante los siguientes tiempos: 2,
6, 10, 30 y 60 minutos.
A: EI panel muestra una inmunocitoquímica con fosfatasa alcalina de células
hipofisarias en presencia o no de VIP [10-' M] durante 2 minutos. Se utilizó un
anticuerpo anti-MAPK para detectar las formas activadas de esta quinasa (color rojo).
B: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
monoclonal que reconoce las formas fosforiladas de MAPK (ERK 1/ 2).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo anti-
MAPK que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
C: Cuantificación densitométrica de la ERK 1/ 2, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de dos
experimentos t E.S. (n=2), *,p<0,05, *',p<0,01.
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6.2. Efecto de VIP sobre la activación de la vía P13"-
Kinasa: estudio tiempo-respuesta
EI procedimiento experimental para comprobar si VIP activaba la vía P13'-
Kinasa/Akt en las células hipofisarias, fue semejante al descrito anteriormente.
Las células se incubaron en presencia de VIP [10^' M] durante los siguientes
tiempos: 10, 30, 60 y 120 minutos.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de
Akt en presencia o no de IGF-I [10-' M] o de VIP [10-^ M]. En la Figura 18B se
muestra la cuantificación densitométrica de dicha proteína, en porcentaje
respecto al grupo control. Se observa, como se ha descrito anteriormente, que
IGF-I activa la vía P13'-Kinasa en células hipofisarias, pero VIP no tiene efecto
sobre esta ruta.
Estos resultados indican que no hay interacción del AMPc con la vía de
señalización P13'-Kinasa/Akt en las células hipofisarias, y que por tanto
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Figura 18. Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I Y VIP sobre la
activación de la vía PI3"-Kinasa. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio
sin suero durante 24 horas. A continuación se incubaron con IGF-I [10-^ M] y VIP [10-^
M] durante los siguientes tiempos: 10, 30, 60 y 120 minutos.
A: Autorradiografías representativas de un Western blot, donde se empleó un
anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de Akt (Ser473). Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo
anti-Akt que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de Akt, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de dos
experimentos ± E.S. (n=2), `*,p<0,01, ***,p<0,001.
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6.3. Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre
la activación de la vía MAPK/ERKs inducida por VIP
Como hemos demostrado en el presente trabajo, VIP activa la vía MAPK
(ERK 1/2) en las células hipofisarias. Además, se ha visto que en la línea
celular GH4C1, éste efecto está mediado a través de la PKA (Le Péchon-
Vallée, 2000). Apoyando estos datos, estudios recientes han demostrado que
en otra línea celular secretora de PRL (células GH3), la PKA se requiere para
la activación de ERK 1/2 inducida por AMPc (Kievit, 2001). Este trabajo,
además, indica que Rap1 jugaría un papel importante en mediar la activación
de MAPK inducida por AMPc.
Por todo ello, nos planteamos estudiar si VIP, a través de la PKA podría
interaccionar con la vía MAPK en las células hipofisarias.
Para ello, las células hipofisarias se preincubaron y mantuvieron 24 horas
sin suero como se ha descrito anteriormente. A continuación, se incubaron
durante 45 minutos en presencia de los distintos inhibidores: PD098059 [10
µM] y Rp-cAMPS [10 µM]. Posteriormente, se añadió VIP [10-' M] durante 2
minutos. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor correspondiente.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce las formas fosforiladas
de MAPK (ERK 1/2). En la Figura 19B se muestra la cuantificación
densitométrica de dichas proteínas, en porcentaje respecto al grupo control.
Estos resultados muestran que PD098059 y Rp-cAMPS bloquean
específicamente la activación de la vía MAPK (ERK 1/2) inducida por VIP. La
presencia de los inhibidores no produce ningún efecto comparado con el
control sin inhíbidor.
Estos datos indican que VIP induce la activación de la vía MAPK (ERK
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Figura 19. Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre la activación de las
ERK-1 y ERK-2 de la vía MAPK inducida por VIP. Las células hipofisarias se
preincubaron durante 45 minutos con PD098059 [10 µM] o Rp-cAMPS [10 µM) y
posteriormente se trataron con VIP [10-^ M] durante 2 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
monoclonal que reconoce las formas fosforiladas de MAPK (ERK 1/2).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo
anti-MAPK que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de la ERK 1/ 2, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), ",p<0,01.
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7. ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA ACTIVACIÓN
DEL FACTOR TRANSCRIPCIONAL CREB
Uno de los factores transcripcionales activados por estímulos
extracelulares mejor caracterizado es CREB. Estudios previos han demostrado
que CREB regula la transcripción génica de numerosos genes, en respuesta a
diversos estímulos (Shaywitz y Greenberg, 1999). CREB es activado por una
variedad de proteínas quinasas entre las que se incluyen la PKA y la MAPK.
Estas quinasas fosforilan CREB en un residuo particular, serina 133 (Ser'^)
(Montminy, 1997; Ginty, 1994; Xing y Greenberg, 1996; Hansen, 1999).
Además, se ha visto que la fosforilación de CREB (Ser'^) es crítica y
necesaria pero no suficiente para la inducción de genes de expresión temprana
por los factores de crecimiento (Ginty, 1994; Bonni, 1995). Así, el reclutamiento
y la activación de determinados coactivadores que se asocian a CREB, y la
interacción con otros factores de transcripción, regulan la capacidad de CREB
para inducir la expresión de genes específicos en respuesta a un estímulo
determinado (Shaywitz y Greenberg, 1999).
Como habíamos observado que la activación de las vías AMPc/PKA y
MAPK era necesaria para inducir la proliferación de las células lactotropas, nos
planteamos analizar la secuencia de cambios en la fosforilación y activación de
CREB (Ser'^) en función del tiempo de exposición a IGF-I o a VIP. Además,
para comprobar si la activación de CREB se producía en las células
lactotropas, se Ilevaron a cabo en paralelo estudios inmunocitoquímicos.
7.1. Estudio del efecto de IGF-I sobre la activación de
CREB
7.1.1. Efecto de IGF-I sobre la activación de CREB: estudio
tiempo-respuesta
Estudios previos han definido un mecanismo por el cual los factores de
crecimiento transmiten señales al núcleo para activar la expresión génica. Así,
se ha demostrado que Ras/MAPK activa la quinasa Rsk2, la cual media la
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fosforilación de CREB (Ser'^) inducida por los factores de crecimiento (Xing,
1996).
Para comprobar la activación de CREB por IGF-I, las células hipofisarias
se preincubaron y mantuvieron en medio sin suero durante 24 horas. A
continuación, se incubaron en presencia de IGF-I [10-^ M] durante los
siguientes tiempos: 5, 10, 30, 60 y 180 minutos. La preparación de las
muestras y el análisis de las proteínas por Western blot se Ilevó a cabo de la
forma en que se explicó anteriormente y utilizando un anticuerpo policlonal que
reconoce las formas fosforiladas de CREB (Ser'^).
En la Figura 20, en el panel A se muestra una autorradiografía
representativa correspondiente a un Western blot de CREB (Ser'^), en células
hipofisarias incubadas en presencia de IGF-I durante distintos tiempos. En la
Figura 20B se muestra la cuantificación densitométrica de dicha proteína, en
porcentaje respecto al grupo control. Se observa una activación rápida de
CREB por IGF-I con un pico máximo a los 10 minutos, que regresa a los
niveles basales a los 60 minutos.
Estos resultados muestran que IGF-I activa CREB (Ser'33) en las células
hipofisarias, lo que indica su participación en la regulación de la
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Figura 20. Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la activación de
CREB. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio sin suero durante 24 horas. A
continuación, se incubaron con IGF-I [10-^ M] durante los siguientes tiempos: 5, 10, 30,
60 y 180 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
policlonal que reconoce las formas fosforiladas de CREB (Ser133). Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo anti-
CREB que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de CREB, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), **,p<0,01.
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Para verificar si CREB era activado en las células lactotropas como
consecuencia de la acción de IGF-I, se Ilevaron a cabo en paralelo estudios
inmunocitoquímicos. Para ello, se emplearon placas multipocillo y las células
se incubaron en presencia o no de IGF-I [10-' M] durante 10 minutos.
Posteriormente, se procedió a la fijación del cultivo celular y las muestras se
analizaron por métodos inmunocitoquímicos con doble marcaje, para reconocer
las formas fosforiladas de CREB y las células lactotropas. La detección de
CREB-P se realizó mediante el empleo de un anticuerpo secundario conjugado
con biotina marcando los núcleos en marrón, y para la identificación de las
células lactotropas un anticuerpo secundario conjugado con rodamina,
apareciendo los citoplasmas en rojo.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células hipofisarias
tratadas con IGF-I [10-' M] se observa un claro aumento en el número de
células lactotropas en las cuales CREB es activado (indicado con las cabezas
de flecha), con respecto a los controles no tratados. En el panel B se
representa el porcentaje de células inmunoreactivas para ambos CREB-P y
PRL del total de células lactotropas contadas. Se observa que IGF-I
incrementa significativamente el índice de marcaje CREB-P/PRL.
Estos datos demuestran que IGF-I induce la activacibn de CREB en las
células lactotropas, lo cual sugiere que CREB participa en la acción


















Figura 21. Efecto de IGF-I sobre la activación del factor transcripcional CREB en
las células lactotropas. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio sin suero
durante 24 horas. Posteriormente, se incubaron en presencia de IGF-I [10-^M] durante
10 minutos.
A: EI panel muestra una doble inmunocitoquímica de células hipofisarias en presencia
o no de IGF-I [10-^M] durante 10 minutos. Se utilizó un anticuerpo anti-CREB-P para la
detección de las formas fosforiladas (núcleo marcado en color marrón) y un anticuerpo
anti-PRL para identificar a las células lactotropas (citoplasma teñido en rojo). Las
cabezas de flecha señalan núcleos positivos para CREB correspondientes a las
células lactotropas que están señaladas en el panel superior.
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para
ambos CREB y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas. Los valores





7.1.2. Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre la
activación de CREB inducida por IGF-I
Los resultados previos muestran que IGF-I activa CREB (Ser'^) en las
células hipofisarias, y que una de las poblaciones en la cual se induce la
activación de este factor trancripcional, es en las células lactotropas. Estos
datos sugieren que CREB participa en la acción mitogénica de IGF-I sobre las
células lactotropas. Además, habíamos demostrado que IGF-I necesita la
activación de las vías MAPK/ERKs y PKA para inducir su acción mitogénica.
Por todo ello, nos planteamos comprobar si existía interdependencia entre
las vías de señalización MAPK (ERK 1/2) y la PKA en la activación de CREB
inducida por IGF-I.
Para este estudio las células hipofisarias se preincubaron y mantuvieron
24 horas sin suero como se ha descrito anteriormente. A continuación, se
incubaron durante 45 minutos en presencia de los distintos inhibidores:
PD098059 [10 µM], Rp-cAMPS [10 µM]. Posteriormente, se añadió IGF-I [10"^
M] durante 10 minutos. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor
correspondiente.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 22, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de
CREB (Ser'^). En la Figura 226 se muestra la cuantificación densitométrica de
dicha proteína, en porcentaje respecto al grupo control. Se observa que el
bloqueo de la vía MAPK (ERK 1/2) abole completamente la activación de
CREB inducida por IGF-I, y que el bloqueo de la PKA no parece afectar a dicha
activación. La presencia de los inhibidores no produce ningún efecto
comparado con el control sin inhibidor.
Es importante puntualizar que estos resultados se refieren a toda la
población de células hipofisarias y que no son representativos de lo que ocurre
en las células lactotropas. Son necesarios experimentos que demuestren si la
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activación de CREB inducida por IGF-I requiere la activación de la PKA
específicamente en las células lactotropas.
Por lo tanto, estos resultados indican que IGF-I induce la activación de
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Figura 22. Efecto del bloqueo de las vías MAPK, y PKA sobre la activación de
CREB inducido por IGF-I. Las células hipofisarias se preincubaron durante 45 minutos
con PD098059 [10 µM) o Rp-cAMPS [10 µMj y posteriormente se trataron con IGF-I
[10^^ M] durante 10 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
policlonal que reconoce las formas fosforiladas de CREB (Ser133).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo anti-
CREB que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de CREB, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), **,p<0,01, ns, no significativo.
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7.2. Estudio del efecto de VIP sobre la activación de
CREB
7.2.1. Efecto de VIP sobre la activación de CREB: estudio
tiempo-respuesta
Está bien establecido que el AMPc regula la transcripción de numerosos
genes a través de la traslocación de la subunidad catalítica de la PKA al núcleo
y la consecuente fosforilación de CREB (Ser'^) (Montminy, 1997).
Para comprobar la activación de CREB por VIP, las células hipofisarias se
preincubaron y mantuvieron en medio sin suero durante 24 horas. A
continuación, se incubaron en presencia de VIP [10"' M] durante los siguientes
tiempos: 5, 10, 30, 60, 180 minutos y 24 horas. La preparación de las muestras
y el análisis de las proteínas por Western blot se Ilevó a cabo de la forma en
que se explicó anteriormente y utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce
las formas fosforiladas de CREB (Ser'^).
En la Figura 23, en el panel A se muestra una autorradiografía
representativa correspondiente a un Western blot de CREB (Ser'^), en células
hipofisarias incubadas y en preséncia de VIP durante distintos tiempos. En la
Figura 23B se muestra la cuantificación densitométrica de dicha proteína, en
porcentaje respecto al grupo control. Se observa una activación rápida de
CREB por VIP que se mantiene en niveles muy elevados hasta los 60 minutos,
momento en el que se produce el descenso. A las 24 horas de exposición al
estímulo, no se observa activación de CREB.
Estos resultados confirman que VIP activa CREB (Ser'33) en células
hipofisarias. Esta observación, junto con la cinética de activación de este
factor transcripcional, indican su participación en la regulación de la
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Figura 23. Estudio tiempo-respuesta del efecto de VIP sobre la activación de
CREB. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio sin suero durante 24 horas. A
continuación, se incubaron con VIP [10-^ M] durante los siguientes tiempos: 5, 10, 30,
60,180 minutos y 24 horas.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
policlonal que reconoce las formas fosforiladas de CREB (Ser133).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo
anti-CREB que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de CREB, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), "`,p<0,001.
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Para verificar si CREB era activado en las células lactotropas como
consecuencia de la acción de VIP, se Ilevaron a cabo en paralelo estudios
inmunocitoquímicos. Para ello, se emplearon placas multipocillo y las células
se incubaron en presencia o no de VIP [10-' M] durante 10 minutos.
Posteriormente, se procedió a la fijación del cultivo celular y las muestras se
analizaron por métodos inmunocitoquímicos con doble marcaje, para reconocer
las formas fosforiladas de CREB y las células lactotropas. La detección de
CREB-P se realizó mediante el empleo de un anticuerpo secundario conjugado
con biotina marcando los núcleos en marrón, y para las células lactotropas un
anticuerpo secundario conjugado con rodamina, apareciendo los citoplasmas
en rojo.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24, donde el panel A
muestra imágenes representativas del estudio. En las células hipofisarias
tratadas con VIP [10-' MJ se observa un claro aumento en el número de células
lactotropas en las cuales CREB es activado (indicado por las cabezas de
flecha), con respecto a los controles no tratados. En el panel B se representa el
porcentaje de células inmunoreactivas para ambos CREB-P y PRL del total de
células lactotropas contadas, observándose que VIP incrementa el índice de
marcaje CREB-P/PRL.
Estos datos demuestran que VIP induce la activación de CREB en las






























Figura 24. Efecto de VIP sobre la activación del factor transcripcional CREB en las
células lactotropas. Las células hipofisarias se mantuvieron en medio sin suero durante
24 horas. Posteriormente, se incubaron en presencia de VIP [10-^M] durante 10 minutos.
A: EI panel muestra una doble inmunocitoquímica de células hipofisarias en presencia o
no de VIP [10-^M] durante 10 minutos. Se utilizó un anticuerpo anti-CREB-P para la
detección de las formas fosforiladas (núcleo marcado en color marrón) y un anticuerpo
anti-PRL para identificar a las células lactotropas (citoplasma teñido en rojo). Las
cabezas de flecha señalan núcleos positivos para CREB correspondientes a las células
lactotropas que están señaladas en el panel superior.
B: La figura representa el porcentaje de células hipofisarias inmunoreactivas para
ambos CREB y PRL de todas las células PRL-inmunoreactivas contadas. Los valores
representan la media de dos experimentos t E.S. (n=2), *,p<0,05.
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7.2.2. Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre la
activación de CREB inducida por VIP
En los resultados previos hemos demostrado que VIP activa CREB
(Ser'^) en las células hipofisarias y en particular en las células lactotropas.
Además, VIP necesita la activación de MAPK para promover su acción
mitogénica. Estudios previos y nuestros datos indican que VIP induce la
activación de la vía MAPK (ERK 1/2) a través de AMPc/PKA (Le Péchon-
Vallée, 2000).
Por todo ello, nos planteamos comprobar si existía interdependencia entre
las vías de señalización MAPK (ERK 1/2) y AMPc/PKA, en la activación de
CREB inducida por VIP. Para este estudio las células hipofisarias se
preincubaron y mantuvieron 24 horas sin suero como se ha descrito
anteriormente. A continuación, se incubaron durante 45 minutos en presencia
de los distintos inhibidores: PD098059 [10 µM], Rp-cAMPS [10 µM].
Posteriormente, se añadió VIP [10-' M] durante 10 minutos. Otros grupos
recibieron únicamente el inhibidor correspondiente.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 25, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de
CREB (Ser'^). En la Figura 25B se muestra la cuantificación densitométrica de
dicha proteína, en porcentaje respecto al grupo control. Se observa que el
bloqueo de la PKA abole completamente la activación de CREB inducida por
VIP, y que el bloqueo de la vía MAPK (ERK 1/2) no afectó a dicha activación.
La presencia de los inhibidores no produce ningún efecto comparado con el
control sin inhibidor.
Por lo tanto, estos resultados indican que la vía AMPc/PKA cuando es
activada por VIP, fosforila y activa CREB (Ser133) directamente sin requerir
la activación de la vía MAPK.
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Figura 25. Efecto del bloqueo de las vías MAPK, y PKA sobre la activación de
CREB inducido por VIP. Las células hipofisarias se preincubaron durante 45 minutos
con PD098059 [10 µM] o Rp-cAMPS [10 µM] y posteriormente se trataron con VIP [10^^
M] durante 10 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un anticuerpo
policlonal que reconoce las formas fosforiladas de CREB (Ser133).Debajo se
representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo anti-
CREB que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de CREB, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), `*,p<0,01, ns, no significativo.
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8. ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA EXPRESIÓN DE
GENES REGULADOS POR LOS ELEMENTOS DE
RESPUESTA SRE Y CRE
Las señales extracelulares conducen a la activación de una serie de
moléculas de señalización intracelular, entre las que se encuentran las
proteínas quinasas. Muchas de estas rutas de transducción de señales
convergen en la activación de factores de transcripción, los cuales, una vez
activados, se unen a sus elementos de respuesta presentes en el promotor de
los genes modulando la transcripción de los mismos.
Nuestros resultados previos muestran que IGF-I y VIP requieren la
participación de la vía MAPK (ERK 1/2) y AMPc/PKA para inducir su acción
mitogénica. Además, ambos factores tróficos promueven la activación del
factor transcripcional CREB, el cual es crítico y necesario para la transcripción
génica. Por todo ello, nos propusimos estudiar si la expresión de genes
regulados por los elementos de respuesta SRE (elemento de respuesta al
suero) y CRE (elemento de respuesta a AMPc), podría ser activada
transcripcionalmente por IGF-I y VIP. Además, nuestros resultados demuestran
que CREB es activado en las células lactotropas, lo cual sugiere que participa
en la acción mitogénica de estos factores de crecimiento. Por lo tanto, nos
planteamos analizar si existía interrelación entre las vías de señalización de
IGF-I y VIP en la regulación de la expresión de genes regulados por el CRE.
Para realizar estos estudios, las células GH4C1 ( línea celular productora
de PRL) se transfectaron con genes informadores-cis (reporter genes) que
contienen el gen luciferasa bajo el control de un elemento promotor básico
(caja TATA) unido a los elementos de respuesta a estudiar, tal y como se
describe en material y métodos (apartado VI). Los elementos de respuesta
objeto de estudio fueron el SRE, al que se unen factores de transcripción
activados por las MAPK/ERKs y el CRE al que se une CREB tras su activación
por PKA o por MAPK/ERKs.
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8.1. Efecto de IGF-I y VIP sobre la expresión basal del
gen de luciferasa (pGL3-Control)
En primer lugar realizamos una serie de controles que nos permitieran
garantizar la fiabilidad de los resultados que obtuviéramos en el experimento.
Los experimentos control tuvieron como objeto demostrar que la expresión del
gen de luciferasa controlado por el promotor basal sólo, es decir, sin ningún
elemento de respuesta unido a él, no se veía alterada por IGF-I o VIP.
Para ello, las células GH4C1 se transfectaron con el vector pGL3-Control
y se incubaron durante 24 horas en presencia o no de IGF-I [10-' M] y VIP [10-'
M]. Como se observa en la Figura 26, la actividad basal del gen de luciferasa
no se modificó con ninguno de los tratamientos cuando se comparó con el
grupo control.
8.2. Efecto del FCS sobre la expresión del gen de
luciferasa controlado por el promotor basal unido a los
diferentes elementos de respuesta
EI siguiente grupo de experimentos control tuvieron como objeto
demostrar que los diferentes elementos de respuesta respondían de una
manera adecuada a la presencia de agentes externos en el medio de
incubación. Para realizar estos experimentos, las células GH4C1 se
transfectaron con los diferentes vectores de expresión objeto de estudio, pGL3-
Control, pGL3-SRE o pGL3-CRE, tras lo cual, se incubaron en presencia de
medio de cultivo suplementado con 10% de FCS durante 24 horas. Tal y como
se puede observar en las Figuras 27A y 28A, el suero aumentó la expresión del
gen de luciferasa controlado por el promotor basal unido a los elementos de
respuesta SRE y CRE cuando se comparó con el grupo control.
Estos resultados demuestran que los diferentes elementos de respuesta
utilizados responden de una forma adecuada a la presencia de agentes


















Figura 26. Efecto de IGF-I y VIP sobre la expresión basal del gen de luciferasa
en células GH4C1. Las células GH4C1, previamente incubadas durante 24 horas en
medio de cultivo, se transfectaron con el vector pGL3-Control. Posteriormente, las
células se incubaron en presencia o no de IGF-I [10-^ M] y VIP [10-^ M] durante 24
horas. Los resultados representan el porcentaje de la actividad luciferasa/ actividad
f3-galactosidasa con respecto al grupo control. Los valores representan la media de
dos experimentos ± E.S. (n=2), ns, no significativo.
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8.3. Efecto de IGF-I y VIP sobre la expresión del gen de
luciferasa controlado por el promotor basal unido a los
diferentes elementos de respuesta
Una vez comprobado que el diseño experimental, en condiciones control,
respondía de forma adecuada, realizamos los estudios experimentales. Para
ello, las células GH4C1 se transfectaron con los vectores de expresión pGL3-
SRE o pGL3-CRE y se incubaron durante 24 horas en presencia o no de IGF-I
[10-' M) y VIP [10-' M]. AI final de cada experimento, la actividad luciferasa y la
actividad [3-galactosidasa se midieron según se describe en apartado VI de
material y métodos.
En la Figura 27B se muestra el efecto de IGF-1 y VIP sobre la expresión
del gen de luciferasa bajo el control del promotor basal unido al elemento de
respuesta SRE. Como se puede observar, IGF-I y VIP produjeron un aumento
significativo en la expresión del gen de luciferasa, asociado con una mayor
actividad enzimática.
Similares resultados se obtuvieron cuando se estudió el efecto de IGF-I y
VIP sobre la expresión del gen de luciferasa bajo el control del promotor basal
unido al elemento de respuesta CRE (Figura 28B).
Estos resultados ponen de manifiesto que tanto IGF-I como VIP son
capaces de aumentar la expresión de genes regulados por los elementos
de respuesta SRE y CRE. Por lo tanto, apoyan los resultados obtenidos
anteriormente y sugieren que IGF-I y VIP podrían inducir proliferación
celular en las células lactotropas, por su capacidad de actuar estimulando











Figura 27. Efecto del FCS, IGF-I y VIP sobre la expresión del gen de luciferasa
controlado por el SRE en las células GH4C1. Las células GH4C1, previamente
incubadas durante 24 horas en medio de cultivo, se transfectaron con el vector pGL3-
Control y pGL3-SRE. Posteriormente, las células se incubaron en presencia o no de
FCS 10%, IGF-I [10-^ M] y VIP [10-^ Mj durante 24 horas.
A: FCS 10% B: IGF-I yVIP.
Los resultados representan el porcentaje de la actividad luciferasa/ actividad f3-
galactosidasa con respecto al grupo control. Los valores representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n=3), `,p<0,05, **,p<0,01.
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Figura 28. Efecto de IGF-I y VIP sobre la expresibn del gen de luciferasa
controlado por el CRE en las células GH4C1. Las células GH4C1, previamente
incubadas durante 24 horas en medio de cultivo, se transfectaron con el vector pGL3-
Control y pGL3-CRE. Posteriormente, las células se incubaron en presencia o no de
FCS 10%, IGF-I [10^^ M] y VIP [10-^ M] durante 24 horas.
A: FCS 10%. B: IGF-I y VIP.
Los resultados representan el porcentaje de la actividad luciferasa/ actividad f3-
galactosidasa con respecto al grupo control. Los valores representan la media de tres
experimentos ± E.S. (n-3), **,p<0,01.
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8.4. Efecto del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre
la expresión del gen de luciferasa controlado por el
elemento de respuesta CRE e inducida por IGF-I y VIP
Estudios previos han demostrado que el factor transcripcional CREB se
une como un dímero al CRE (elemento de respuesta a AMPc) que se
encuentra en el promotor de numerosos genes (Montminy, 1997).
Hemos visto que tanto IGF-I como VIP fosforilan y activan CREB (Ser'^)
lo cual es crítico y necesario, pero no suficiente para la inducción de genes de
expresión temprana. CREB es sólo un componente de un complejo de factores
activadores que se unen al promotor. Trabajos previos indican que procesos
como el reclutamiento y la regulación de coactivadores que se asocian a
CREB, así como la interacción con otros factores de transcripción, regulan la
capacidad de CREB para inducir la expresión génica (Shaywitz y Greenberg,
1999). Se ha identificado una proteína nuclear CBP (proteína de unión a
CREB) que se une específicamente a CREB fosforilado (Chrivia, 1993).
Existen datos que muestran que la actividad del coactivador puede ser
regulado por una variedad de quinasas, incluyendo PKA y ERK 1/2 (Kwok,
1994; Liu, 1998). Estudios recientes indican que la vía AMPc/PKA requiere la
vía MAPK (ERK 1/2) para activar CBP y componentes necesarios para inducir
la expresión de genes regulados por el CRE (Grewal, 2000b).
Por tanto, es probable que las interacciones de diferentes señales
contribuyan a la expresión génica mediada por CREB. Nos planteamos
comprobar si a nivel transcripcional, existía interdependencia entre las vías de
señalización MAPK (ERK 1/2) y AMPc/PKA en la regulación de la expresión
génica controlada por el elemento CRE.
Para ello, las células GH4C1 se transfectaron con el vector pGL3-CRE.
Posteriormente, las células se preincubaron durante 45 minutos en presencia
del inhibidor PD098059 a una concentración final de [50 µM] que bloquea la vía
MAPK o con Rp-cAMPS a una concentración final de [10 µM] que bloquea la
PKA. A continuación, las células se expusieron a IGF-I [10"' M] o VIP [10"' M]
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durante 24 horas. Otros grupos recibieron únicamente el inhibidor. Para este
tipo celular, la concentración utilizada de [50 µM] es más efectiva que la de [10
µM] para este efecto. Hay que destacar que esta parte del estudio se ha
realizado en una línea celular hipofisaria y los estudios anteriores en cultivos
primarios, por lo que se pueden requerir diferentes concentraciones del
inhibidor.
Los resultados se representan en la Figura 29 donde se muestra el efecto
del bloqueo de las vías MAPK y PKA sobre la expresión del gen de luciferasa
controlado por el CRE e inducida por IGF-I. Se confirma que IGF-I aumenta la
expresión de genes regulados por el elemento de respuesta CRE. Además, se
observa que la presencia del inhibidor de la vía MAPK/ERKs, abole totalmente
la expresión del gen de luciferasa controlado por el CRE cuando se compara
con el grupo tratado con IGF-I. La presencia del inhibidor de la PKA reduce
parcialmente la acción de IGF-I sobre la expresión del gen de luciferasa
controlado por el CRE. La presencia de los inhibidores no produce ningún
efecto comparado con el control sin inhibidor.
Estos datos sugieren que la activación de la vía MAPK (ERK 1/2) y la
PKA son necesarias para la regulación de la expresión de genes
regulados por el elemento CRE e inducida por IGF-I.
La Figura 30 muestra el efecto del bloqueo de la vía MAPK y PKA sobre
la expresión del gen de luciferasa controlado por el CRE e inducida por VIP. Se
confirma que VIP aumenta la expresión de genes regulados por el elemento de
respuesta CRE. Además, se observa que la presencia del inhibidor de la PKA,
reduce totalmente la expresión del gen de luciferasa controlado por el CRE
cuando se compara con el grupo tratado con VIP. La presencia del inhibidor
de la vía MAPK/ERKs reduce parcialmente la acción de VIP sobre la expresión
del gen de luciferasa controlado por el CRE. La presencia de los inhibidores no
produce ningún efecto comparado con el control sin inhibidor.
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Estos resultados indican que VIP necesita la activación de la PKA para
la regulación de la expresión génica mediada por CREB; además, la vía de
señalización MAPK (ERK 1/2) tiene un papel importante en la activación
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Figura 29. Efecto del bloqueo de la vía MAPK y PKA sobre la expresión del gen de
luciferasa controlado por el CRE e inducido por IGF-I, en las células GH4C1. Las
células GH4C1, previamente incubadas durante 24 horas en medio de cultivo, se
transfectaron con el vector pGL3-CRE. Posteriormente, las células fueron preincubadas
durante 45 minutos en presencia del inhibidor PD098059 a una concentración final de
[50 µMj y de Rp-cAMPS a una concentración final de [10 µM). A continuación, las
célúlas se mantuvieron en presencia de IGF-I [10-^ M] durante 24 horas. Los resultados
representan el porcentaje de la actividad luciferasa/ actividad f3-galactosidasa con
respecto al grupo control. Los valores representan la media de tres experimentos ±
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Figura 30. Efecto del bloqueo de la vía MAPK y PKA sobre la expresión del gen de
luciferasa controlado por el CRE e inducido por VIP en las células GH4C1. Las
células GH4C1, previamente incubadas durante 24 horas en medio de cultivo, se
transfectaron con el vector pGL3-CRE. Posteriormente, las células fueron preincubadas
durante 45 minutos en presencia del inhibidor PD098059 a una concentración final de
[50 µM] y de Rp-cAMPS a una concentración final de [10 µM]. A continuación, las
células se mantuvieron en presencia de VIP [10-^ M] durante 24 horas. Los resultados
representan el porcentaje de la actividad luciferasa/ .actividad f3-galactosidasa con
respecto al grupo control. Los valores representan la media de tres experimentos ±
E.S. (n=3), *,p<0,05, **,p<0,01.
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9. ESTUDIO DE LA ACCIÓN ANTI-APOPTÓTICA DE
IGF-I
En estudios previos se ha descrito que IGF-I inhibe la apoptosis
promoviendo el incremento en la expresión de Bcl-xL (Párrizas, 1997a) y que
ésta acción se realiza mediante la activación de las vías de señalización MAPK
y P13'-Kinasa (Párrizas, 1997b). Otros trabajos han indicado que la activación
de Akt, a través de la vía P13'-Kinasa, juega un papel muy importante en la
supervivencia celular (Marte, 1997). Recientemente se ha demostrado que
IGF-I regula la expresión de Bcl-2, vía Akt/PKB en células PC12 (Pugazhenthi,
2000). En este estudio, hemos demostrado que IGF-I promueve la activación
de Akt en las células hipofisarias.
Por todo ello, los siguientes experimentos se realizaron con el fin de
clarificar si IGF-f puede tener acciones de supervivencia sobre las células
hipofisarias por la inducción de la proteína Bcl-2 y la fosforilación e inhibición
de Bad. Así mismo, nos planteamos analizar el mecanismo mediante el cual
IGF-I ejercería esta acción.
9.1. Efecto de IGF-1 sobre los niveles de Bcl-2
La familia de proteínas Bcl-2 ha sido implicada en supervivencia celular.
Bcl-2 y Bcl-xL suprimen la apoptosis en parte por el bloqueo de la liberación
del citocromo C de la mitocondria, un paso crítico en la activación de la
cascada de las caspasas (Franke, 1997). Estudios previos han mostrado que la
regulación de la expresión de Bcl-2 es un mecanismo crítico por el cual los
factores de crecimiento promueven la supervivencia celular (Tamatani, 1998;
Pugazhenthi, 1999b).
Para estudiar el efecto de IGF-I sobre los niveles de Bcl-2, las células
hipofisarias se incubaron en presencia o no de IGF-I [10"' M] durante 48 horas.
La preparación de las muestras y el análisis de las proteínas por Western blot
se Ilevó a cabo de la forma que se describió anteriormente y utilizando un
anticuerpo específico de la proteína antiapoptótica Bcl-2.
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En la Figura 31A se muestra una autorradiagrafía correspondiente a un
Western blot de Bcl-2, de células hipofisarias incubadas en presencia o no de
IGF-I. En la Figura 31 B se muestra la cuantificación densitométrica de dicha
proteína, en porcentaje respecto al grupo control. Se observa un aumento
significativo de la concentración de Bcl-2 en las células tratadas con IGF-I.
Estos resultados sugieren que IGF-I puede tener una accibn anti-









Figura 31. Efecto del tratamiento con IGF-I sobre los niveles de la proteína Bcl-2
en cultivos de las células hipofisarias de rata. Tras el periodo de preincubación,
las célufas fueron incubadas con IGF-I [10-^M] durante 48 horas. La acción anti-
apoptótica fue analizada midiendo Bcl-2 por Western blot.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot de la proteína Bcl-2.
B: La figura representa los valores densitométricos, en porcentaje respecto al grupo
control. Los valores representan la media de dos experimentos ± E.S. (n=2),
`" p<0,01.
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9.2. Efecto del bloqueo de la vía P13"-Kinasa sobre los
niveles de Bcl-2
Estudios recientes han mostrado que IGF-I regula la expresión de Bcl-2,
vía Akt/PKB en células PC12 (Pugazhenthi, 2000).
Con el fin de clarificar el mecanismo mediante el cual IGF-I induce la
proteína Bct-2, las células hipofisarias se preincubaron durante 45 minutos con
el inhibidor de la vía P13"-Kinasa, LY294002 a una dosis final de [20 µMj y
posteriormente se trataron con IGF-I durante 48 horas. Otros grupos recibieron
únicamente el inhibidor.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 32, donde el panel A
muestra una autorradiografía representativa correspondiente a un Western
blot, utilizando un anticuerpo específico de la proteína Bcl-2. En la Figura 32B
se muestra la cuantificación densitométrica de dicha proteína, en porcentaje
respecto al grupo control. Se observa que el inhibidor de la P13"-Kinasa
bloquea completamente la inducción de la proteína Bcl-2 por IGF-I.
Estos resultados indican que IGF-1, a través de la vía PI3"-Kinasa,















Figura 32. Efecto del bloqueo de la vía PI3"-Kinasa sobre los niveles de la
proteína Bcl-2 inducidos por IGF-I en cultivos de células hipofisarias de rata.
Las células se preincubaron durante 45 minutos con LY294002 [20 µM] y
posteriormente se trataron con IGF-I [10-^M] durante 48 horas. La acción
antiapoptótica fue analizada midiendo Bcl-2 por Western blot.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot de la proteína Bcl-2.
B: La figura representa los valores densitométricos, en porcentaje respecto al grupo




9.3. Acción de IGF-I sobre la activación de Bad: estudio
tiem po-respuesta
Estudios previos han demostrado que uno de los mecanismos por los
cuales los factores de crecimiento suprimen la apoptosis y promueven la
supervivencia celular, es mediante la fosforilación e inhibición del miembro de
la familia Bcl-2, Bad a través de la vía P13"-Kinasa (Datta, 1997; 1999).
Concretamente IGF-I, a través de Akt bloquea la muerte celular mediada por
Bad, por su fosforilación en la serina 136 (Ser13s).
Para estudiar el efecto de IGF-I sobre la fosforilación e inhibición de Bad
(Ser136), las células hipofisarias se incubaron en presencia de IGF-I [10"^ M]
durante los siguientes tiempos: 5, 10, 30 y 60 minutos. La preparación de las
muestras y el análisis de las proteínas por Western blot se Ilevó a cabo de la
forma en que se explicó en material y métodos (apartado IV), utilizando un
anticuerpo específico que reconoce las formas fosforiladas de Bad (Ser13s)
En la Figura 33A se muestra una autorradiografía representativa
correspondiente a un Western blot de Bad (Ser13G), en células hipofisarias
incubadas en presencia de IGF-I durante distintos tiempos. En la Figura 336 se
muestra la cuantificación densitométrica de dicha proteína, en porcentaje
respecto al grupo control. Se observa una fosforilación rápida de Bad por IGF-I,
con un pico máximo a los 5 minutos, que regresa a los niveles basales a los 30
minutos.
Estos datos confirman que IGF-I fosforila e inhibe Bad (Ser136) en las
células hipofisarias, probablemente a través de la vía PI3"-Kinasa,
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Figura 33. Estudio tiempo-respuesta del efecto de IGF-I sobre la fosforilación de
Bad en células hipofisarias. Las células fueron incubadas con IGF-I [10-7 M]
durante los siguientes tiempos: 5, 10, 30, 60 minutos.
A: Autorradiografía representativa de un Western blot, donde se empleó un
anticuerpo policlonal que reconoce las formas fosforiladas de Bad (Ser136). Debajo
se representan los controles de carga obtenidos mediante el empleo de un anticuerpo
anti-Bad que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa.
B: Cuantificación densitométrica de Bad, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control. Los datos representan la media de dos
experimentos ± E.S. (n=2), *,p<0,05.
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La acción de IGF-I sobre proliferación y diferenciación de diversos tipos
celulares y en distintas etapas del desarrollo (Jones, 1995; LeRoith, 1995) está
bien establecida. Sin embargo, el papel que el IGF-I pueda tener en la
proliferación y la diferenciación de las células hipofisarias en la rata, está aun
sin definir.
VIP es un neuropéptido con una extensa distribución en el SNC y SNP
donde ejerce un amplio espectro de acciones biológicas. VIP presenta
propiedades mitogénicas en el SNC durante el desarrollo embrionario
(Gressens, 1993). Numerosos estudios han demostrado el importante papel
que VIP desempeña en la regulación de PRL. EI estudio de la acción de VIP en
la hipófisis ha sido una línea de investigación desarrollada durante los últimos
años en nuestro laboratorio (Lara, 1991; Balsa, 1994). En estos trabajos se
demostró que IGF-I inducía la expresión de VIP en adenohipófisis, y que VIP
hipofisario tenía una importante acción autocrina y paracrina en el control de la
regulación de PRL. Estos estudios sugerían que IGF-I y VIP pudieran
interaccionar en la adenohipófisis en el control de la regulación de PRL.
En el presente trabajo se ha estudiado por primera vez la acción
proliferativa de IGF-I y VIP en las células adenohipofisarias en cultivo
primario. También se ha analizado la interacción de estos factores y las
vías de señalizacibn que median sus acciones sobre la proliferación de
las células hipofisarias, y en particular de las células lactotropas. Por
último, se ha estudiado la acción anti-apoptótica de IGF-I sobre las
células de la adenohipófisis y los mecanismos moleculares que median
dicha acción.
Nuestros estudios se han realizado utilizando cultivos primarios de célç^las
de hipófisis de rata. Numerosos trabajos acreditan al cultivo primario mixto de
células hipofisarias de rata como el modelo experimental in vitro más apropiado
para el estudio simplificado de la función de un tejido tan complejo como la
glándula hipofisaria. Este modelo experimental se caracteriza por la
versatilidad de sus aplicaciones. En este sentido, los cultivos primarios ofrecen
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una serie de ventajas como son una mayor homogeneidad de los grupos
experimentales, son sistemas estables, duraderos y reproducibles. Así mismo
permiten la evaluación de los procesos de síntesis y secreción de las
hormonas hipofisarias, y el estudio de los mecanismos de acción de las
señales reguladoras. Una ventaja adicional es sin duda que al tratarse de
células normales, no clonadas, los resultados que se obtengan utilizando este
modelo podrán extrapolarse a los acontecimientos que tienen lugar in vivo.
1. ACCIÓN PROLIFERATIVA DE IGF-I SOBRE LAS
CÉLULAS HIPOFISARIAS
Numerosos estudios señalan a IGF-I como un importante factor
mitogénico e inductor de diferenciación de diversos tipos celulares (Conover,
1985; Renner, 1993; Takahashi, 1997; Oomizu, 1998). La presencia uniforme
de IGF-I y la distribución de su receptor por toda la hipófisis anterior (Bach,
1992; Ren, 1994), sugieren que IGF-I puede ejercer un importante papel local
mediante mecanismos autocrinos y/o paracrinos. Además, hay evidencia de
múltiples acciones de los IGFs en la adenohipófisis sobre la proliferación de las
células secretoras y la síntesis y secreción de hormonas hipofisarias.
Estos hechos nos Ilevaron a plantear si IGF-I podría tener una función
proliferativa en concreto en la hipófisis de rata. Para valorar esta posible
acción, se emplearon entre otras estrategias el análisis inmunocitoquímico con
BrdU y la cuantificación de la proteína PCNA.
Nuestros resultados indican que IGF-I ejerce una acción proliferativa
sobre células hipofisarias de rata en cultivos primarios. Esta respuesta es
dosis dependiente, máxima con dosis de [10$ M] y[10-^M], y tiempo
dependiente, evidenciándose después de 48 horas de incubación con IGF-I y
manteniéndose tras 72 horas de exposición (Figura 1). Nuestros resultados
están en concordancia con estudios previos que han demostrado que IGF-I
induce la proliferación celular en la hipófisis de ratón (Oomizu, 1998). Además,
en células tumorales hipofisarias, IGF-I promueve la proliferación de adenomas
173
Discusión
hipofisarios humanos (Renner, 1993) y de las células GH3 (línea celular
productora de PRL) (Hayashi, 1984).
Para confirmar la especificidad del IGF-I sobre la proliferación celular en
la hipófisis, se realizaron experimentos bloqueando el IGF-I mediante el
empleo de antisuero de IGF-I (As-IGF-I), y confirmaron que el IGF-I ejerce una
acción mitogénica local específica sobre las células hipofisarias.
Una vez establecida la acción proliferativa de IGF-I sobre las células
hipofisarias de rata, nos planteamos si IGF-I podría estimular la proliferación de
algún tipo celular concreto de la hipófisis y si su acción podría ser directa o
mediada por algún factor trófico hipofisario.
2. ACCIÓN PROLIFERATIVA DE IGF-I Y VIP SOBRE LAS
CÉLULAS LACTOTROPAS
La proliferación de las células lactotropas hipofisarias está regulada por
interacciones de señales hipotalámicas, periféricas y locales (Arita, 1998;
Hashi, 1996; Oomizu, 1998). En los estudios previos de nuestro laboratorio
demostramos que tras 48 horas de exposición, IGF-I en células hipofisarias de
rata, aumentaba los niveles de PRL en el medio y el contenido intracelular, sin
modificar su expresión génica (Lara, 1994). Por lo tanto, este efecto de IGF-I
podría ser secundario a un aumento en el número de las células lactotropas.
Otros estudios han sugerido el posible papel de IGF-I como factor
proliferativo de las células lactotropas mediando acciones de estrógenos
(Michels, 1993), dado que su administración produce un incremento de la
expresión de IGF-I en la hipófisis.
Para valorar la acción de IGF-I sobre la proliferación de las células
lactotropas se emplearon técnicas de doble inmunofluorescencia en las células
hipofisarias (Figura 5). Esta estrategia nos permite identificar y cuantificar la
población de células lactotropas que proliferaban. Nuestros resuftados
demuestran que IGF-I ejerce una acción proliferativa de las células
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lactotropas de hipófisis de rata. Este efecto se puso en evidencia después
de 48 horas de incubación con IGF-I y se mantuvo a las 72 horas de
exposición.
Estos datos confirman estudios previos realizados en ratón en los que se
demostraba que el IGF-I sintetizado en la hipófisis incrementa la proliferación
de las células corticotropas y lactotropas por un mecanismo autocrino 0
paracrino (Takahasi, 1997; Oomizu, 1998). Además, se ha observado que la
insulina presenta acciones mitogénicas en las células lactotropas, a través del
receptor de IGF-I (Suzuki, 1999). Existen datos recientes donde se ha
demostrado que ratones con disrupción del gen de IGF-I presentan
disminución en el número de las células lactotropas (Stefaneanu, 1999).
También, en células tumorales hipofisarias, células GH3, IGF-I es necesario
para su proliferación (Hayashi, 1984).
2.1. Participación de VIP endógeno en la acción de IGF-I
sobre la proliferación de las células lactotropas
VIP es un neuropéptido que también se expresa en la adenohipófisis
(Arnaout, 1986) donde es regulado por señales hipotalámicas, periféricas y
locales (Lam, 1990; Balsa 1994; Lara, 1994).
Numerosos estudios han demostrado el importante papel que VIP
desempeña en la regulación de PRL (Kato, 1978; Enjalbert, 1980). Además,
trabajos previos han evidenciado la acción de VIP sobre el crecimiento de las
células tumorales humanas de origen hipofisario (Prysor-Jones, 1989). Este
hallazgo, junto al aumento de los niveles de VIP en la eminencia media e
hipófisis durante el tratamiento con estrógenos sugieren que VIP medie, al
menos en parte, la hiperplasia de las células lactotropas inducida por
estrógenos (Prysor-Jones, 1988; Lam, 1990).
En este contexto nos planteamos si VIP podría tener una función
proliferativa en las células lactotropas (Figura 6). Nuestros resultados son la
primera evidencia de que VIP estimula la proliferación de las células
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lactotropas, lo que confirma a VIP como un factor mitotrófico hipofisario capaz
de inducir la proliferación de un tipo celular específico en la hipófisis de rata.
Estos hallazgos están en concordancia con estudios recientes que han
demostrado que el AMPc tiene un importante papel estimulador de la
proliferación de las células lactotropas de rata (Suzuki, 1999).
En trabajos previos de nuestro laboratorio demostramos que IGF-I induce
la expresión del ARNm de VIP en la hipófisis, así como su liberación al medio
(Lara, 1994). Además, el aumento de PRL en el medio inducido por IGF-I, está
mediado por la presencia de VIP. Estas observaciones sugieren la posibilidad
de que IGF-I y VIP interaccionen en su acción proliferativa sobre las células
lactotropas.
Para profundizar en este supuesto, nos planteamos analizar el efecto
conjunto de ambos factores tróficos, así como el papel de VIP como mediador
de IGF-I sobre la proliferación de las células lactotropas (Figura 6 y 7). Los
resultados obtenidos demuestran que el bloqueo de VIP con un antisuero
específico redujo significativamente la acción proliferativa de IGF-I. La
presencia simultánea de ambos factores no tuvo un efecto sinérgico. Ambos
hallazgos sugieren que IGF-I y VIP utilizan vías de señalización
dependientes para ejercer su acción mitogénica sobre las células
lactotropas. Estos datos están de acuerdo con estudios recientes que han
demostrado que el bloqueo de la vía AMPc/PKA inhibe la proliferación de las
células lactotropas inducida por insulina (Suzuki, 1999).
Diversos trabajos han mostrado que IGF-I necesita la interacción con
otros factores de crecimiento para estimular la síntesis de ADN y la
proliferación celular (Jones, 1995). Las distintas fases del ciclo celular están
controladas por proteínas cuya regulación se encuentra bajo el control de
factores tróficos. Estudios previos han demostrado que el AMPc es capaz de
cooperar con factores de crecimiento como la insulina o el IGF-I y facilitar su
acción mitogénica (Roger, 1995; Kimura, 2001). Esta cooperación podría
producirse a varios niveles: aumento de las ciclinas D y E y el acortamiento de
la fase G1 del ciclo celular (Yamamoto, 1996); regulación de inhibidores de las
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quinasas dependientes de ciclinas (cdki) o formación de complejos ciclinas-cdk
y su importación al núcleo. Se ha demostrado que VIP es un factor mitogénico
que promueve su acción por el acortamiento de las fases G1 y S del ciclo
celular (Gressens, 1998) lo cual podría facilitar a otros factores tróficos, como
IGF-I, su actuación dentro del ciclo celular.
En algunos estudios, se ha observado que VIP, a través de mecanismos
autocrinos o paracrinos, podría indirectamente estimular la proliferación a largo
plazo, mediante el control de la acción y la liberación de factores tróficos
(Muller, 1995). En este sentido se ha demostrado que VIP regula la liberación
de factores locales como galanina, la cual tiene un papel importante en la
regulación de la liberación de PRL y la proliferación de las células lactotropas
(Wynick, 1993).
En conjunto, lo que todas estas evidencias ponen de manifiesto es que
múltiples factores tróficos, entre los que se encuentran IGF-I y VIP, utilizando
distintos sistemas de receptor y de señalización, pueden interaccionar para
promover acciones mitotróficas, lo que corrobora nuestros resultados.
2.2. Efecto de IGF-I sobre la síntesis y liberación de PRL
La secreción de PRL está controlada por señales inhibidoras y
estimuladoras de origen central hipotalámico que interactúan entre sí, que
también dependen en su acción de la regulación ejercida por señales
periféricas. Cada vez está más aceptado que la regulación de la secreción de
PRL es muy dependiente de un sistema de regulación hipofisario
autocrino/paracrino, en el que pueden estar implicadas varias señales locales
(Wynick, 1993; Balsa, 1994; Lara, 1994). Estudios previos han demostrado que
VIP estimula la liberación de PRL actuando directamente a nivel hipofisario
(Kato, 1978; Enjalbert, 1980). Como hemos observado en nuestro laboratorio,
VIP tiene un efecto estimulador rápido de la liberación de PRL, que se pone de
manifiesto tras una hora de exposición a VIP (Lara, 1991). Además, nuestros
estudios previos han demostrado que IGF-I aumenta los niveles de PRL en el
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medio de incubación a las 48 horas de exposición, sin modificar su expresión
génica, y que este efecto está específicamente mediado por VIP (Lara, 1994).
Todo ello, nos Ilevó a analizar el efecto de IGF-I sobre la síntesis y
liberación de PRL y a valorarlo en función del número de las células
lactotropas (Figura 9). Los resultados obtenidos demuestran que el aumento
de la liberación de PRL que se observa tras 48 horas de incubación con
IGF-I, es debido al incremento en el número de las células lactotropas por
la acción de IGF-I, y no al estímulo de la liberación de PRL. EI bloqueo de
VIP afectaría a la acción mitogénica de IGF-I y como consecuencia a la
liberación de PRL.
Cabría esperar una estimulación de la liberación de PRL en respuesta a
IGF-I, ya que éste aumenta la liberación y la expresión de VIP en cultivos de
hipófisis. Sin embargo, estos resultados concuerdan con los descritos en otros
trabajos, en los que VIP a las 48 horas no estimula la liberación de PRL (Lara,
1991). Es posible que en un modelo in vitro en el cual se produce una
interrupción del control inhibidor de dopamina, se produzca un aumento de la
liberación basal de PRL, debida en parte a la disociación de dopamina de su
receptor, y también a una acción autocrina/paracrina de VIP, puesto que de
forma paralela desaparece la inhibición que dopamina ejerce sobre VIP
hipofisario (Balsa, 1994). Por lo tanto, en este modelo in vitro donde existe una
liberación basal de PRL elevada, es difícil detectar cambios en la liberación de
PRL en respuesta a VIP. Apoyan esta hipótesis existen estudios previos,
donde se ha demostrado que el AMPc incrementa la síntesis y la expresión de




3. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN EL
MECANISMO DE ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA
PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS LACTOTROPAS
Una vez que confirmamos que IGF-I y VIP inducen la proliferación de las
células lactotropas, nos planteamos clarificar los mecanismos de señalización
celular mediante los cuafes promueven este efecto.
3.1. Participación de las vías MAPK, PKA y P13"-Kinasa
en la acción de IGF-I
Está bien establecido que las acciones de IGF-I están mediadas por un
receptor del tipo tirosina quinasa que se expresa en las células hipofisarias
(Goodyer, 1984; LeRoith 1995). La unión de IGF-I a su receptor conlleva la
activación de las vías Ras/MAPK y P13"-Kinasa.
En este estudio, además comprobamos la participación de VIP en la
proliferación de las células lactotropas inducida por IGF-I y el importante papel
que juega la vía AMPc/PKA en este efecto (Suzuki, 1999).
Por todo ello, nos planteamos analizar la posible participación de la ruta
AMPc/PKA en la acción proliferativa de IGF-I sobre las células lactotropas. Los
datos obtenidos a lo largo de este estudio demuestran que IGF-I ejerce su
efecto proliferativo sobre las células lactotropas a través de la vía
Ras/MAPK ya que la inhibición de esta vía con un inhibidor específico bloquea
totalmente este efecto (Figura 10). Por otro lado, la inhibición de la vía PKA
con un antagonista competitivo bloqueó parcialmente la acción proliferativa de
IGF-I, lo cual sugiere que la actividad de la PKA, inducida por VIP
endógeno, está implicada en la vía de señalización que media la acción
mitogénica de IGF-I sobre las células lactotropas (Figura 11).
Estos hallazgos están en concordancia con estudios recientes que han
demostrado que la actividad mitogénica de la insulina sobre las células
lactotropas se produce vía Ras/MAPK, pero es significativamente atenuada por
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el bloqueo de la PKA (Suzuki, 1999). EI mecanismo de señalización de IGF-I
ha sido estudiado extensivamente en las células PC12, en las cuales
promueve proliferación celular, principalmente a través de la activación de la
vía MAPK (ERK 1/2) (Foncea, 1997), lo cual apoya nuestros resultados.
Numerosos trabajos han mostrado el importante papel de la vía MAPK en la
mediación de efectos mitogénicos (Whitmarsh, 2000; Pearson, 2001). La vía
MAPK regula la expresión de genes relacionados con la proliferación celular,
así como también promueve la síntesis de proteínas. Además, recientemente
se ha demostrado que controla la síntesis de ADN y ARN (Graves, 2000),
necesaria para la replicación de los cromosomas y el aumento de la expresión
génica para formar nuevas proteínas.
La participación de la ruta de la PKA en la acción mitogénica de IGF-I
podría explicarse basándonos en estudios previos donde se ha observado que
el AMPc, a través de la PKA, es capaz de regular la activación del coactivador
transcripcional CBP, el cual juega un papel crítico en la expresión génica
(Arias, 1994; Grewal, 2000b). Algunos estudios han sugerido que las vías
MAPK y PKA podrían promover conjuntamente la activación de determinados
factores transcripcionales o coactivadores, cuyas interacciones son necesarias
para inducir la expresión génica y promover la proliferación celular (Roger,
1995; Kievit, 2001).
Por otro lado, la actividad de la PKA podría ser necesaria para la
traslocación nuclear de ERK 1/2 y Rsk2 (Impey, 1998), donde activan proteínas
quinasas y una serie de factores de transcripción que inducen la expresión
génica (Treisman, 1996).
Otro posible nivel de interacción de estas vías podría ser la regulación de
la expresión de genes de expresión temprana. Se ha observado que la
activación simultánea de las vías MAPK y PKA resulta en un aumento sinérgico
de la actividad del promotor de c-fos ( Seternes, 1998).
Además, como hemos comentado anteriormente existen estudios que han
demostrado que el AMPc es capaz de cooperar con IGF-I en su acción
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mitogénica regulando componentes del ciclo celular como las ciclinas, la
formación de complejos ciclinas-cdk y su importación al núcleo (Kievit, 2001),
que contribuirían al acortamiento de la fase G1 y S, así como a la progresión
del ciclo celular. Trabajos sobre las proteínas reguladoras del ciclo celular,
indican que la síntesis de ADN, resulta principalmente de acciones
complementarias de la vía AMPc/PKA y MAPK, más que de interacciones en
pasos tempranos de las cascadas de señalización.
Por otro lado, estudios previos indican que la activación de la vía
Akt/PKB, además de mediar efectos metabólicos de IGF-I, protege a las
células de la apoptosis (Downward, 1998). Numerosos trabajos han
demostrado que IGF-I, a través de la activación de la vía P13"-Kinasa/Akt
promueve la supervivencia celular (Dudek, 1997; Datta, 1997; Kulik, 1997).
Además, se ha sugerido que la vía P13"-Kinasa podría mediar acciones
proliferativas (Scrimgeour, 1997; Dufourny, 1997). Ello nos Ilevó a analizar el
papel de la vía P13"-Kinasa en la acción proliferativa de IGF-I sobre las células
lactotropas (Figura 11). Nuestros resultados demuestran que la vía P13"-
Kinasa no participa en la acción mitogénica de IGF-I sobre las células
lactotropas.
3.2. Participación de las vías MAPK y PKA en la acción
de VIP
VIP ejerce sus acciones principalmente a través del aumento de la
síntesis de AMPc y la activación de la PKA. EI AMPc intracelular regula la
proliferación celular en una variedad de tipos celulares (Dumont, 1989; Roger
1995; Graves, 1996). Además, la vía MAPK tiene un papel importante en el
control de la proliferación celular en respuesta a AMPc, como se ha puesto de
manifiesto recientemente (Suzuki, 1999; Kimura, 2001).
Por ello nos planteamos analizar la participación de la vía AMPc/PKA y la
vía MAPK en la acción proliferativa de VIP (Figura 12). Los datos obtenidos
demuestran que la vía AMPc/PKA es determinante en la acción
181
Discusión
proliferativa de VIP sobre las células lactotropas, ya que la inhibición de
esta vía con un antagonista competitivo bloquea totalmente este efecto. Por
otro lado, la inhibición de la vía MAPK bloqueó parcialmente la acción
proliferativa de VIP. Estos datos indican que la vía MAPK participa en la
acción mitogénica de VIP sobre las células lactotropas.
Estos resultados están de acuerdo con estudios que han demostrado que
la vía AMPc/PKA tiene un importante efecto estimulador en la regulación de la
proliferación de las células lactotropas (Suzuki, 1999). Además, estos autores
mostraron que el AMPc necesita la activación de la vía MAPK para inducir la
proliferación celular. Otros autores han evidenciado que la activación de la vía
MAPK es necesaria en la regulación de la expresión génica inducida por AMPc
(Vossier, 1997; Grewal, 2000b; Kievit, 2001). En estos estudios se sugiere que
la vía MAPK podría regular la activación de factores de transcripción
específicos o de coactivadores necesarios para la expresión génica. Entre
estos factores de transcripción se encuentra Elk-1, el cual junto a CREB
estimulan la activación génica a través de un mecanismo cooperativo (Ginty,
1994; Bonni, 1995).
Además de la posible cooperación de ambas vías en la regulación de
eventos a nivel transcripcional, la vía MAPK tiene un importante papel en el
control de la proliferación celular. Anteriormente hemos descrito que la
activación de esta vía promueve la síntesis de proteínas, controla directamente
la síntesis de ADN y ARN, así como la expresión de genes relacionados con la
proliferación celular (Whitmarsh, 2000). La vía MAPK además, podría contribuir
a la regulación de componentes del ciclo celular necesarios para inducir la
proliferación celular (Kimura, 2001).
Todos estos hallazgos confirman la existencia de múltiples interacciones
entre diversas vías de señalización, lo cual apoya nuestros resultados, que
demuestran un nuevo modelo de señalización en la regulación de la
proliferación de las células lactotropas en la hipófisis.
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4. ACTIVACIÓN DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN
IMPLICADAS EN EL MECANISMO DE ACCIÓN DE IGF-I
Y VIP
En este estudio, como se ha expuesto anteriormente, se confirma cómo la
interrelación entre IGF-I y VIP en la hipófisis facilita la inducción de la
proliferación de las células lactotropas. Nos planteamos por lo tanto analizar a
qué nivel, dentro de los mecanismos de señalización intracelular, podría tener
lugar esta interacción.
En primer lugar confirmamos la activación de la vía MAPK por IGF-I. Los
resultados obtenidos nos permiten afirmar que IGF-I activa la MAPK (ERK
1/2) en las células hipofisarias. EI análisis de la fosforilación y la activación
de ERK 1/2 por IGF-I, demuestra que alcanza niveles máximos a los 2 minutos
y declina rápidamente (Figura 13).
Estos datos, junto al hecho de que esta vía es determinante en la acción
mitogénica de IGF-I sobre las células lactotropas, sugieren que la vía MAPK
estaría implicada en su acción proliferativa. Analizamos esta activación
también en una línea celular productora de PRL, células GH4C1, y
comprobamos una cinética similar en la activación de MAPK (ERK 1/2), por lo
que podemos suponer que esta activación tiene lugar también en las células
lactotropas de hipófisis de rata. Estos datos están en concordancia con
estudios previos de otros autores, que encontraron una cinética de activación
similar en la activación de la vía MAPK por IGF-I en dos líneas celulares
productoras de PRL, células GH3 y GH4C1 (Castillo, 1997).
Por otro lado, también quisimos analizar la activación de la vía P13"-
Kinasa por IGF-I en nuestro modelo experimental. Los datos indican que IGF-I
activa la vía PI3"-Kinasa/Akt en las células hipofisarias, y que por lo tanto




Comprobada la activación de la vía MAPK en respuesta a IGF-I, nos
planteamos analizar la influencia de otras vías de señalización, como la P13'-
Kinasa y la PKA, sobre la activación de la vía MAPK. Trabajos previos han
sugerido que puede existir interacción entre las vías MAPK y P13"-Kinasa
(Zimmermann, 1999). Además, anteriormente hemos demostrado que la PKA
participa en la acción mitogénica de IGF-I. Nuestros resultados demuestran
que IGF-I induce directamente la activación de ERK 1/2, a través de
Ras/Raf/MEK sin depender de otras vías de señalización. También se
demuestra que el inhibidor PD098059 es capaz de bloquear la activación de
ERK 1/2 inducida por IGF-I, lo que avala la especificidad de la activación de
MAPK por IGF-I.
Anteriormente hemos descrito que la vía MAPK participa en la acción
proliferativa de VIP sobre las células lactotropas (Figura 12). Por ello, nos
planteamos analizar si VIP inducía la activación de la vía MAPK. Los
resultados obtenidos indican que VIP activa la MAPK ( ERK 1/2) en las
células hipofisarias, y que por lo tanto esta vía podría estar implicada en la
acción de VIP sobre proliferación celular. EI análisis de la cinética de activación
de ERK 1/2 por VIP, demuestra que alcanza niveles máximos a los 2 minutos y
que disminuye progresivamente hasta regresar a los niveles basales a los 60
minutos (Figura 17), en contraste de lo que ocurre con IGF-I donde a los 10
minutos regresaba a los niveles basales. Estudios en otros sistemas sugieren
que la cinética de activación de la MAPK es crítica para la inducción de
determinados efectos (Marshall, 1995).
Apoyando estos resultados, hay trabajos recientes que han demostrado
que VIP activa la vía MAPK (ERK 1/2) en una línea celular productora de PRL,
células GH4C1 (Le Péchon-Vallée, 2000). Pero además, nuestros hallazgos
demuestran que VIP induce la activación de la vía MAPK (ERK 1/2) a través
de la PKA, ya que la inhibición de esta quinasa con un antagonista competitivo
(Rp-cAMPS) bloqueó totalmente la activación de MAPK inducida por VIP
(Figura 19). Estos resultados están de acuerdo con estudios realizados en otra
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línea celular, células GH3, en la cual la PKA es necesaria para la activación de
la vía MAPK (ERK 1/2) inducida por AMPc (Kievit, 2001).
Algunos trabajos han demostrado que la PKA activa selectivamente la vía
MAPK a través de Rap1/B-Raf (Vossier, 1997; Grewal, 2000a; Kievit, 2001). La
posible implicación que tendría la activación de la vía MAPK por la PKA, a
través de Rap1, podría ser la activación de factores transcripcionales
específicos o coactivadores que regulan la expresión génica. Así, se ha visto
que el AMPc puede activar el factor transcripcional Elk-1 y regular la
proliferación y diferenciación celular (Vossier, 1997). En la línea celular
hipofisaria, GH3, el AMPc induce la regulación de la expresión génica de PRL,
a través de un mecanismo dependiente de MAPK (Kievit, 2001; Yonehara,
2001).
Por otro lado, estudios recientes indican que el AMPc podría utilizar otras
vías de señalización, además de la PKA para ejercer sus acciones biológicas.
En este contexto, se han identificado unos factores intercambiadores de
nucleótidos de guanina (GEFs), los cuales abren nuevas vías de señalización
en la acción del AMPc (Richards, 2001). Recientemente también se ha visto
que en algunos tipos celulares, el AMPc podría controlar la exocitosis a través
de estos GEFs (Ozaki, 2000). Estos factores, en función del tipo celular y el
estadío del desarrollo, promueven la activación de pequeñas GTPasas como
Ras que conducen a la activación de vías de señalización como la P13"-Kinasa.
Por todo ello, nos planteamos analizar si VIP activaba la vía P13"-
Kinasa/Akt en las células hipofisarias (Figura 18). Los resultados obtenidos
demuestran que no hay activación de la vía P13"-Kinasa/Akt por VIP en las
células hipofisarias, y que por lo tanto es una ruta que no parece mediar
efectos de VIP sobre proliferación en este modelo experimental.
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5. ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA ACTIVACIÓN DEL
FACTOR TRANSCRIPCIONAL CREB
IGF-I y VIP, tal y como hemos ido comentando, conducen a la activación
de una serie de moléculas de señalización intracelular. Estas rutas de
transducción de señales convergen en la activación de factores de
transcripción, los cuales una vez activados se unen a elementos de respuesta
específicos que se encuentran en diferentes genes, modulando la transcripción
de los mismos.
Uno de los factores transcripcionales activado por estímulos
extracelulares mejor caracterizado es CREB, el cual es crítico para promover
una variedad de procesos celulares incluyendo la proliferación, diferenciación y
supervivencia. Estudios previos han demostrado que CREB regula la
transcripción de numerosos genes, en respuesta a diversos estímulos
(Shaywitz y Greenberg, 1999). CREB es activado por una variedad de
proteínas quinasas entre las que se incluyen la MAPK y la PKA. Por lo tanto, la
modulación de este factor transcripcional nos podría ayudar a explicar no
solamente los efectos que la inhibición de la PKA tiene sobre la proliferación de
las células lactotropas en respuesta a IGF-I, sino también los efectos que la
inhibición de la vía MAPK tiene sobre la proliferación inducida por VIP.
5.1. Participación de las vías MAPK y PKA en la acción
de IGF-I sobre la activación de CREB
Se conoce el mecanismo mediante el cual los factores de crecimiento
transmiten las señales al núcleo para activar la expresión génica. La vía
Ras/MAPK activa la quinasa Rsk2, la cual media la fosforilación de CREB
(Ser^^) inducida por factores de crecimiento (Xing, 1996).
En primer lugar nos planteamos analizar la fosforilación y activación de
CREB (Ser^^) por IGF-I en las células hipofisarias (Figura 20). Los resultados
obtenidos indican que IGF-I activa CREB en las células hipofisarias, lo cual
sugiere su participación en la regulación de la expresión génica por este factor
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de crecimiento. EI análisis de la activación de CREB por IGF-I muestra que
alcanza niveles máximos a los 10 minutos y declina rápidamente. Estos datos
están de acuerdo con estudios realizados en células PC12, en los cuales IGF-I
induce la fosforilación y activación de CREB (Pugazhenthi, 1999a).
Dado que habíamos demostrado el importante papel mitogénico de IGF-I
sobre las células lactotropas a través de la vía de señalización Ras/MAPK,
quisimos comprobar, mediante estudios inmunocitoquímicos, si IGF-I activaba
CREB en las propias células lactotropas (Figura 21). Estos resultados
constituyen la primera evidencia de la activación de CREB en las células
lactotropas por IGF-I, lo cual sugiere fuertemente su posible participación en
la acción mitogénica de este factor de crecimiento.
Anteriormente hemos descrito que la vía PKA participa en la acción
mitogénica de IGF-I sobre las células lactotropas. Por ello, nos planteamos
analizar si existía interdependencia entre las vías de señalización MAPK (ERK
1/2) y AMPc/PKA en la activación de CREB inducida por IGF-I. Los resultados
indican que IGF-I induce la activación de CREB a través de la vía
Ras/MAPK, ya que el bloqueo de esta vía, abole completamente la activación
de este factor transcripcional (Figura 22). Estos datos están en concordancia
con trabajos de Xing y Greenberg (1996) en los cuales la vía Ras/MAPK, a
través de Rsk2, estimula la fosforilación de CREB (Ser^^) inducida por factores
de crecimiento.
Por otro lado, la inhibición de la vía PKA no afecta a la activación de
CREB por IGF-1. Esto indicaría que la PKA no participa en la activación de
CREB por IGF-I. Algunos trabajos demuestran un papel de la PKA en la
traslocación nuclear de MAPK y de Rsk2, la cual es necesaria para la
transcripción regulada por CREB (Impey, 1998). Los datos obtenidos sugieren
que la PKA no tiene efecto sobre la activación de CREB en respuesta a IGF-I,
pero hay que tener en cuenta que estos resultados se refieren a lo que
acontece en toda la población hipofisaria y, por lo tanto no es representativo de
lo que ocurre en las células lactotropas. Serían necesarios experimentos que
demuestren cómo afecta el bloqueo de la PKA sobre la activación de CREB en
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repuesta a IGF-I en las células lactotropas, para aclarar el papel de la PKA en
la activación de CREB por IGF-I en dichas células.
5.2. Implicación de las vías MAPK y PKA en la acción de
VIP sobre la activación de CREB
Estudios previos han demostrado que el AMPc regula la transcripción de
numerosos genes a través de la activación de la PKA y la consecuente
fosforilación de CREB (Ser'^) (Montminy, 1997).
Por ello, nos planteamos en primer lugar analizar la fosforilación y
activación de CREB (Ser'^) por VIP. Los resultados muestran que VIP activa
CREB en las células hipofisarias. La cinética de activación indica que
alcanza niveles máximos rápidamente y se mantienen unos niveles elevados al
menos durante 60 minutos (Figura 23). Estos resultados confirman la
participación de CREB en la regulación de la transcripción génica inducida por
VIP. Hay trabajos que han sugerido que la cinética de activación de CREB y
las interacciones con otros factores transcripcionales son críticas para la
regulación de determinados genes (Bonni, 1995). VIP podría contribuir de esta
manera a la expresión de determinados genes relacionados con la proliferación
celular.
Además, este trabajo demuestra que la activación de CREB por VIP
tiene lugar en las células lactotropas, lo cual sugiere su posible participación
en su acción mitogénica sobre este tipo celular.
Estudios previos y nuestros resultados indican que VIP induce la
activación de la vía MAPK (ERK 1/2) a través de la PKA (Le Péchon-Vallée,
2000). Por ello, nos planteamos analizar si exístía interdependencia entre las
vías de señalización AMPc/PKA y MAPK (ERK 1/2) sobre la activación de
CREB en respuesta a VIP (Figura 25). Nuestros resultados indican que VIP
induce la activación de CREB directamente a través de la PKA, ya que el
bloqueo de esta quinasa, abole completamente la fosforilación de este factor
transcripcional. Por otro lado, la inhibición de la vía MAPK no afectó ^ la
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activación de CREB inducida por VIP. Estos resultados están en
concordancia con trabajos recientes en los que han demostrado que el AMPc
fosforila CREB (Ser'^) directamente a través de la PKA (Grewal, 2000b).
6. ACCIÓN DE IGF-I Y VIP SOBRE LA EXPRESIÓN DE
GENES REGULADOS POR DIFERENTES ELEMENTOS
DE RESPUESTA
IGF-I y VIP activan una serie de vías de señalización que convergen en la
activación de factores de transcripción comunes, los cuales, una vez activados
se unen a elementos de respuesta específicos que se encuentran en diferentes
genes, modulando la transcripción de los mismos.
En este trabajo hemos demostrado que tanto IGF-I como VIP necesitan la
participación de las vías MAPK (ERK 1/2) y AMPc/PKA para inducir su acción
mitogénica. Además, ambos factores tróficos promueven la activación del
factor transcripcional CREB, el cual es crítico y necesario para la transcripción
de numerosos genes (Shaywitz, 1999).
Por todo ello, nos propusimos estudiar si la expresión de genes regulados
por los elementos de respuesta SRE y CRE, podría ser activada
transcripcionalmente por IGF-I y VIP. Además, nos planteamos analizar si, a
este nivel transcripcional, existía interrelación entre las vías de señalización de
IGF-I y VIP en la regulación de la expresión de genes con estos elementos de
respuesta.
Nuestros resultados muestran que tanto IGF-I como VIP son capaces
de aumentar la expresión de genes regulados por los elementos de
respuesta SRE y CRE en la línea celular GH4C1.
Estos elementos de respuesta se encuentran en multitud de genes, entre
ellos genes relacionados con la proliferación celular. Por lo tanto, estos datos
sugieren que IGF-I y VIP podrían inducir la proliferación celular por su
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capacidad de actuar estimulando la expresión de genes implicados en
acciones proliferativas.
Nos planteamos comprobar si, a este nivel, existía interdependencia entre
las vías de señalización MAPK y la PKA en la regulación de la expresión
génica controlada por el elemento de respuesta CRE (Figura 29). Nuestros
resultados sugieren que IGF-I necesita la activación de la vía MAPK (ERK
1/2) para la regulación de la expresión de genes regulados por el
elemento de respuesta CRE. Anteriormente hemos mostrado que IGF-I
induce la fosforilación y activación del factor transcripcional CREB a través de
la vía MAPK. Estudios previos indican que los factores de crecimiento inducen
la activación de CREB, vía Ras/MAPK (Xing, 1996). Además, esta activación
estimula la capacidad de CREB para activar la transcripción de genes de
expresión temprana en las células tratadas con factores neurotróficos (Ginty,
1994).
Además, el bloqueo de la PKA atenuó marcadamente la activación
transcripcional que IGF-I ejerce sobre genes regulados por el CRE.
Estudios previos han demostrado que el AMPc, a través de la activación de
Rap1-ERK juega un papel importante en la activación del coactivador CBP y de
componentes necesarios para inducir la expresión de genes regulados por el
elemento de respuesta CRE (Grewal, 2000b; Kievit, 2001). Podría ser
necesaria la activación de la vía PKA-Rap1-ERK, para que IGF-I pueda inducir
la expresión de genes regulados por el CRE, lo cual explicaría nuestros
resultados. Además, en una línea celular hipofisaria, AtT20, se ha demostrado
que CBP es un coactivador transcripcional que puede ser regulado por Ca2+
nuclear y AMPc (Chawla, 1998), los cuales pueden inducir su activación y la
transcripción mediada por CREB-CBP. Por lo tanto, la acción combinada de las
vías PKA y MAPK podrían conducir a la activación de diferentes factores de
transcripción o coactivadores, cuyas interacciones son necesarias para la
expresión de genes relacionados con la proliferación celular. Además, la PKA
podría contribuir, con la cinética de activación de CREB, a la cooperación con
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productos de genes de expresión temprana que permitiría la inducción de
determinados genes de expresión tardía.
Por otro lado, Impey y cols. (1998) han propuesto que la interacción ERK
1/2 y PKA podrían facilitar la traslocación nuclear de las ERKs y facilitar la
transcripción mediada por CREB. Anteriormente hemos mostrado que IGF-I no
necesita la activación de la PKA para activar CREB. Sin embargo, dado que
estos estudios de activación de CREB están realizados en toda la población de
células hipofisarias, serían necesarios otro tipo de estudios para aclarar si la
PKA participa o no en la activación de CREB en respuesta a IGF-I en las
células lactotropas. Esto nos permitiría responder a la hipótesis de si la PKA
promueve la traslocación nuclear de ERK 1/2. Podrían existir otros niveles de
interacción que expliquen la dependencia de la activación de la vía AMPc/PKA
por IGF-I, para inducir la proliferación de las células lactotropas. Así, la PKA
podría también regular componentes del ciclo celular que facilitarían la acción
proliferativa de IGF-I.
Cuando analizamos la interdependencia entre las vías MAPK y PKA en la
regulación de la expresión génica controlada por el CRE en respuesta a VIP
(Figura 30), encontramos que VIP necesita la activación de la vía AMPc/PKA
y la vía MAPK ( ERK 1/2) para la regulación de la expresión de genes
controlados por el CRE. Estos datos están de acuerdo con estudios previos
que demuestran que el AMPc fosforila y activa CREB directamente a través de
la PKA, pero requiere la vía Rap1-ERK para el reclutamiento y activación del
coactivador CBP y otros componentes necesarios para inducir la expresión
génica regulada por el CRE (Grewal, 2000b). Estudios recientes describen un
modelo para explicar la transcripción de PRL inducida por AMPc en las células
GH3, y sugieren que la vía AMPc/PKA, a través de Rap1-ERK, promueve la
estimulación del coactivador transcripcional CBP (Kievit, 2001). Además, la vía
MAPK regula la activación de factores transcripcionales como Elk-1, el Gual
junto a CREB estimulan la activación génica a través de un mecanismo
cooperativo (Ginty, 1994; Bonni, 1995). Por lo tanto, es probable que las
acciones de diferentes señales contribuyan a la expresión génica mediada por
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CREB. Además de la regulación de la expresión de genes, la vía MAPK podría
contribuir a la síntesis de ácidos nucleicos y de proteínas necesarias para la
proliferación celular (Whitmarsh, 2000).
En conjunto, nuestros resultados los podemos esquematizar como se
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7. ACCIÓN DE IGF-I SOBRE LA PREVENCIÓN DE LA
APOPTOSIS
Estudios previos han demostrado que IGF-I además de su acción
proliferativa, previene la apoptosis en diversos tipos celulares. En células
hipofisarias de tilapia se ha demostrado que IGF-I inhibe la apoptosis
(Melamed, 1999). En otros trabajos realizados en células PC12 se ha
demostrado que IGF-I regula la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2,
a través de la activación de la P13"-Kinasa/Akt (Pugazhenthi, 2000). Además,
hay evidencia de que IGF-I promueve el incremento de la expresión de Bcl-xL
(Párrizas, 1997a).
Por ello nos planteamos analizar si IGF-I podría tener una función anti-
apoptótica en las células hipofisarias. Para valorar esta posible acción, se
cuantificaron los niveles de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 (Figura 31).
Nuestros resultados indican que IGF-I incrementa los niveles de Bcl-2 en las
células hipofisarias. Estos datos constituyen la primera demostración que
evidencia la inducción de la proteína Bcl-2 por la acción de IGF-I en células
hipofisarias, lo que sugiere que éste factor podría ejercer una función anti-
apoptótica en estas células.
En concordancia con nuestros resultados hay estudios que han
demostrado que IGF-I regula la expresión de Bcl-2 en las células PC12
(Pugazhenthi, 1999b; 2000), así como también puede regular otros miembros
de la familia Bcl-2 (Párrizas, 1997a). La familia Bcl-2 es importante en la
regulación del proceso de apoptosis de muchos tipos celulares (Sato, 1994).
Bcl-2 es capaz de bloquear la apoptosis y proteger a las células de una gran
variedad de estímulos apoptóticos (Boise, 1993).
Además, nos planteamos analizar el mecanismo mediante el cual IGF-I
induce la proteína Bcl-2. Datos recientes han mostrado que IGF-I regula la
expresión de Bcl-2, a través de la activación de la vía P13'-Kinasa/Akt
(Pugazhenthi, 2000). En este estudio hemos comprobado que IGF-I activa la
vía de señalizacibn P13'-Kinasa/Akt en las células hipofisarias. Además, el
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análisis de la fosforilación y activación de Akt por IGF-I, demuestra que alcanza
niveles altos de forma rápida y se mantienen elevados hasta los 60 minutos,
por lo tanto es una ruta importante en la mediación de determinados efectos.
Por todo ello, nos planteamos analizar la participación de esta vía de
señalización sobre la inducción de la proteína Bcl-2 por IGF-I en las células
hipofisarias (Figura 32). Los datos presentados en este trabajo muestran que
IGF-1, a través de la vía PI3"-Kinasa regula la expresión de Bcl-2, ya que la
inhibición de esta vía con un inhibidor específico bloquea totalmente este
efecto.
Apoyando estos datos, otros trabajos han demostrado que la quinasa Akt,
activada por la P13"-Kinasa, es un mediador crítico en la supervivencia celular
inducida por IGF-I (Dudek, 1997; Datta, 1997). Varios trabajos han demostr^do
que la inhibición de la P13'-Kinasa bloquea la capacidad de ciertos factores
tróficos para proteger a las células de la muerte celular programada (Yao,
1995; 1996; Bai, 1999), lo cual apoya nuestros resultados.
Estos datos no descartan que la vía MAPK pudiera tener algún papel en
el efecto anti-apoptótico de IGF-I sobre las células hipofisarias. Se ha
demostrado, en células neuronales de cerebelo, que el factor neurotrófico
BDNF, es capaz de promover la supervivencia celular, a través de la vía de
señalización Ras/MAPK (Bonni, 1999).
Uno de los componentes por los cuales los factores de crecimiento
suprimen la apoptosis y promueven la supervivencia celular es mediante la
fosforilación e inhibición del miembro de la familia Bcl-2, Bad a través de la vía
P13'-Kinasa (Datta, 1997; 1999). Por ello nos planteamos analizar el efecto de
IGF-I sobre la fosforilación de Bad en la serina 136 (Ser^^) (Figura 33). Los
resultados obtenidos nos permiten afirmar que IGF-I fosforila e inhibe Bad
(Ser136) en las células hipofisarias, suprimiendo de esta forma la
apoptosis e induciendo supervivencia celular.
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Estos datos están en concordancia con estudios previos que han
demostrado que IGF-I, a través de Akt, puede bloquear la muerte celular
induciendo la fosforilación de Bad (Ser'^) (Datta, 1997). .Este efecto promueve
la disociación de Bad de las proteínas anti-apoptóticas y su asociación con
proteínas citoplásmicas 14-3-3.
Todos estos datos indican que esta acción se produce principalmente por
la vía P13"-Kinasa/Akt activada por IGF-I, ya que algunos estudios han
demostrado que Akt puede fosforilar Bad en la serina 136, lo cual conduce a su




1.- IGF-I ejerce una acción proliferativa sobre células hipofisarias,
concretamente sobre las células lactotropas. Esta acción mitotrófica puede
conducir a un incremento en la liberación de PRL como consecuencia del
aumento del número de las células lactotropas.
2.- IGF-I requiere la presencia de VIP para ejercer su acción proliferativa sobre
las células lactotropas, ya el bloqueo de VIP endógeno abole parcialmente la
acción de IGF-1. Probablemente VIP actúe de forma autocrina y/o paracrina,
uniéndose a receptores específicos para iniciar su vía de señalización y
activación de la PKA.
3.- VIP estimula la proliferación de las células lactotropas en cultivos primarios
de células hipofisarias. La presencia simultánea de IGF-I y VIP no tiene efecto
sinérgico en la proliferación de las células lactotropas, lo que sugiere la
existencia de rutas de señalización comunes o dependientes.
4.- IGF-I ejerce su acción proliferativa sobre las células lactotropas a través de
la vía de señalización Ras/MAPK. Además, IGF-I induce directamente la
activación de la vía MAPK (ERK 1/2) en las células hipofisarias.
La activación de la PKA, probablemente inducida por VIP endógeno, es
necesaria en el mecanismo de señalización que media la acción mitogénica de
IGF-I.
5.- La vía AMPc/PKA es determinante en la acción proliferativa de VIP sobre
las células lactotropas.
La vía de señalización MAPK participa en la acción mitogénica de VIP.
Además, VIP induce la activación de la vía MAPK (ERK 1/2) a través de la
P KA.
6.- IGF-I induce la activación del factor transcripcional CREB en las células




7.- VIP promueve la activación de CREB en las células lactotropas. Además,
VIP induce la activación de CREB a través de la vía de señalización
AMPc/PKA.
8.- IGF-I y VIP son capaces de inducir la expresión de genes regulados por los
elementos de respuesta SRE y CRE en la línea celular hipofisaria GH4C1.
9.- IGF-I induce la expresión de genes regulados por el elemento de respuesta
CRE a través de la activación de las vías de señalización MAPK (ERK 1/2) y
P KA.
10.- VIP requiere la activación de las vías de señalización AMPc/PKA y MAPK
(ERK 1/2) para inducir la expresión de genes regulados por el elemento de
respuesta CRE.
11.- IGF-I regula la expresión y la actividad de miembros de la familia Bcl-2 a
través de la activación de la vía P13"-Kinasa/Akt, lo cual sugiere que tenga una
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